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Uber die protoplasmatische Verankerung der Leberesterase. 


(Zur Kenntnis der Zellverankerung der Enzyme.) 


Von 
Eugen Bamann und Jatindra Nath Mukherjee. 





(Aus der Pharmaz. Abteilung des Laboratoriums fiir organ. und pharmaz. Chemie 
der Technischen Hochschule in Stuttgart.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juli 1934.) 


Theoretiseher Teil. 


Kine vor kurzem veréffentlichte Untersuchung iiber die Lipase 
der Bauchspeicheldriise') hatte das unerwartete Ergebnis, daB 
nur ein geringer Teil des Enzyms, nimlich kaum 1°/,, in diesem 
sezernierenden Organ in léslichem Zustand vorkommt. Der Haupt- 
anteil der Lipase ist an das Zellplasma gebunden. Das Bild 
iiber den Zustand der lipatischen Enzyme in der Zelle wird nun 
in der vorliegenden Untersuchung vervollstindigt, indem wir die 
Art der protoplasmatischen Verankerung der Esterase in 
der Leber aufzeigen. 

Wenn wir auf Grund zahlreicher Beobachtungen Aussagen 
iiber die Art der Bindung der Esterase in der Leberzelle zu 
machen versuchen, so griinden sie sich auf folgende Ergebnisse: 

1, Nur zu etwa 1°/, ist die Esterase in léslichem Zustand, 
gemessen an ihrer Lésbarkeit in 100°/,igem Glycerin, in der 
Leber vorhanden. Das trifft sowohl fiir das Frischorgan wie fiir 
die mittels Aceton entwiisserten Trockenpriiparate zu. Uber 99°/, 
des Enzyms sind an Zellbestandteilen verankert. 

2. Die Enzymauflésung aus dem Frischorgan mittels Wasser, 
Glycerin—Wassermischungen (25°/,, 50°/,) unter Ausschlu8 auto- 
lytischer Vorgiinge schreitet verhiltnismifBig langsam voran und 
ist nach dem Aufliésen von etwa 30—40°/, Esterase praktisch 
beendet. Der restliche Anteil ist bei AusschluB von Autolyse mit 
verdiinnten Alkalilésungen, gebunden an hochmolekulare Triiger, 
langsam lésbar. Unter dem Einflu8 bei alkalischer Reaktion vor 
sich gehender autolytischer Prozesse wird dieser Anteil, gebunden 
an Traiger geringerer MolekiilgréBe, léslich. 





1) E. Bamann u. P. Laeverenz, Diese Z. 225, 1 (1934). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXIX. 1 
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3. Wesentlich leichter und rascher erfolgt die Uber- 
fihrung der Esterase in Lésung bei Anwendung von Acetontrocken- 
priparaten. Wasser, Glycerin—Wassermischungen und neutrale 
Elektrolyte lésen bei 0° und 20° innerhalb verhaltnismiBig kurzer 
Zeit gréBere Mengen, etwa 45—65°/, des Enzyms. Der Restanteil 
liegt zwar in einer festeren Bindung vor, die Lésung derselben 
gelingt aber bereits ohne Mitwirkung autolytischer Vorginge, allein 
durch Einwirkung von Siéure oder Alkali. Erwahnung verdienen 
die Befunde, daB das iibliche kohlensiiurehaltige destillierte Wasser 
weniger lésende Wirkung ausiibt, als ausgekochtes vollstiandig neu- 
trales und daB im Gegensatz zu dem Verhalten der Frischleber 
Trockenpraparate an 50°/,iges Glycerin mehr Enzym abgeben als 
an 25°/, iges. 

Die Tatsache, daB der Bindungszustand der Esterase in der 
Zelle durch die Acetontrocknung eine weitgehende Verinderung 
erfiihrt, schlieBt die Annahme einer Hauptvalenzbindung zwischen 
Enzymkomplex und Zellsubstanz aus. Daf eine solche Bindung 
nicht in Betracht gezogen werden kann, liefe sich auch auf Grund 
jenes Befundes herleiten, daB éin kleiner Teil der Esterase recht 
leicht léslich, der andere schwerer léslich ist und daB zwischen 
beiden Anteilen keine sehr scharfe Grenze auffindbar ist. 

Unseren experimentellen Befunden wird aber die Annahme 
gerecht, daB die Bindung des Enzyms an die Zellsubstanzen asso- 
ziationsartig durch Restvalenzkrifte (Nebenvalenzen und van der 
Waalsche Krifte) bewirkt wird. Diese Auffassung ist auch gut 
zu vereinbaren mit der heute geltenden Annahme iiber den 
Aufbau der die Zellsubstanz bildenden hochmolekularen Stoffe '). 

Die Frage, ob und wie weit physiologisch wichtige Stoffe in der 
Zelle frei gelést oder an die Zellsubstanz gebunden vorkommen, ist be- 
reits Gegenstand dlterer Untersuchungen gewesen und hat im Falle der 
Enzyme neuerdings eine starke Fdérderung erfahren. In jiingster Zeit 
dehnen R. Willstaitter und M. Rohdewald?’) diese Untersuchungen 
auch auf andere physiologisch wichtige Stoffe aus. In einer Abhandlung 
Uber den Zustand des Glykogens in der Leber, im Muskel und in Leuco- 
zyten“ haben sie iiber den Gegenstand der Untersuchung hinaus Betrach- 
tungen iiber das Verbindungsvermégen der EiweiBkérper im allgemeinen 
und die verschiedenen Vergesellschaftungen, die sie eingehen, angestellt. 


Dabei wird vorgeschlagen, fiir die durch Restaffinititen (nicht von Verbin- 
dungen erster Ordnung, sondern) von hochmolekularen Stoffen oder selbst, 





1) K. H. Meyer u. H. Mark, Ber. chem. Ges. 61, 593, 1932 (1928) 
Naturw. 16, 781 (1928); Der Aufbau der hochpolymeren organischen Natur- 
stoffe, Leipzig 1930; S.P.L. Sérensen, Kolloid-Z. 53, 102, 170, 306 (1930). 

*) Diese Z. 225, 103 (1934). 
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Komplexen gebildeten Verbindungen die Bezeichnung ,,Symplexe“ zu ge- 
brauchen. Als Symplexe werden u.a. auch die Systeme, die die Enzyme 
mit unseren iblichen Adsorptionsmitteln eingehen, also die Enzymadsorbate, 
aufgefaBt. Auch ,,die Reaktionen der Enzyme, die nach ihrem Aufbau selbst 
als Symplexe zu betrachten sind, mit Substraten und Aktivatoren und 
Hemmungskérpern fallen in das Gebiet der Symplexchemie.“ 


Ob die von uns fiir die Verankerung der Leberesterase an- 
genommenen Assoziationsbindungen zwischen dem lislichen Enzym 
und den Zellsubstanzen Komplex- oder Symplexbindungen sind, 
ist solange nicht genau zu entscheiden, bis der Aufbau der Zell- 
substanzen im einzelnen festgelegt ist. Diese Bindungen sind die- 
selben, die die léslichen (das Enzym tragenden) Eiwei8kérper mit 
dem groBen EiweiBsystem der Zelle verkniipfen. Das groBe Ei- 
weiBsystem kann nun durch Assoziation von Hauptvalenzketten 
(also Molekiilen erster Ordnung) aufgebaut sein; dann kénnte man 
nach der Definition von Willstaitter und Rohdewald diese Asso- 
ziationsbindungen nicht als Symplexbindungen bezeichnen. Wenn 
aber das KiweiBsystem der Zelle durch Assoziation verschiedener 
kleinerer, in sich abgeschlossener Kiwei8systeme (Molekiile héherer 
Ordnung), die das Enzym tragen, zustande kommt, wiire der Ge- 
brauch des Begriffs ,Symplex“ angezeigt. 

Das ,,Desmo“-Enzym kann demnach nur aufgelést werden, 
wenn diese Assoziationsbindungen aufgehoben werden. Daraus 
ergibt sich, daB jeder ProzeB, der von einer Uberfiihrung des 
Enzyms in Lésung begleitet ist, im Grunde dieselbe Auswirkung, 
nimlich die Aufhebung der Assoziationskriifte, zeigt. Darnach 
verliert die bisher als autolytische Freilegung bezeichnete und 
von anderen Auflésungsarten unterschiedene Auflésung, wenigstens 
im Falle der Leberesterase, an Bedeutung. Die Mitwirkung auto- 
lytischer Prozesse bei der Auflésung des Enzyms besteht darin, 
daB die Hauptvalenzketten hydrolytisch aufgespalten werden, was 
eine Verkleinerung der Assoziationskriifte innerhalb der Kiweif- 
systeme zur Folge haben kann. Nicht der primiire Vorgang, be- 
stehend in der Wirkung der an der Autolyse beteiligten Enzyme, 
ist also direkt verantwortlich fiir die Auflésung des Desmoenzyms, 
sondern die Begleiterscheinung der Herabminderung der Asso- 
ziationskrifte, die eine Lésung dieser Bindungen bewirkt’). 

Diese Assoziationsbindungen weisen sehr unterschiedliche 
Valenzkrafte auf. Sie kénnen in ihrem Krifteverhiltnis auf 





1) Vgl. auch E. Waldschmidt-Leitz, Ber. chem. Ges. 59, 3007 (1926); 
S. P. L. Sérensen. Kolloid-Z. 53, 102 (1930). 
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der einen Seite Hauptvalenzbindungen, auf der anderen wahren 
Adsorptionsbindungen ihnlich sein. Beriicksichtigt man diesen 
Umstand, so versteht man, daB die Auflésung des Enzyms aus 
der Zelle verschieden leicht vor sich geht. Schon eine Verinderung 
der physikalisch-chemischen Eigenschaften (Verinderung von 
Hydratation, elektrischer Ladung, Jonenkonzentration u. dgl.) kann 
geniigen, das Enzym in Liésung abzugeben. Daher ist es ver- 
standlich, warum ein Teil der Leberesterase aus dem Frischorgan 
schon durch Aufschlimmung in Wasser, Glycerin—Wassermischun- 
gen, verdiinnter Saiure oder Alkali gelist wird. 

Die Zelle enthalt das Wasser gewif nicht nur als Inhalts- 
bestandteil, sondern auch in adsorptiver und chemischer (Hydrat- 
wasser) Bindung. In symplexer Bindung befinden sich auch Lipoide. 
Die Wegnahme dieser Stoffe mittels lisender Agentien (Aceton, 
Ather) fiihrt zu einer Disproportionierung der Krifteverhiltnisse in 
den Zellsubstanzen, die ihnlich wie die Aufspaltung von Haupt- 


.valenzketten eine Aufhebung der Assoziationsbindungen nach sich 


ziehen kann. Die auf diese Weise freigelegten, enzymtragenden 
Eiweibkirper gehen mit anderen oberflichenaktiven Stoffen der 
Zelle adsorptive Bindungen ein. Diese Art von Bindung 
liegt, zu einem iiberwiegenden Teil, in den Acetontrockenpria- 
paraten bei der Leberesterase vor. 

Auf Grund der Neigung der ldéslichen Enzymkomplexe zu 
Adsorptionsbindungen ist aber auch der Fall méglich, daB ein 
im Frischorgan in geléstem oder in locker gebundenem Zustand 
vorhandenes Enzym beim Entwiissern des Organs eine festere 
Bindung annimmt. Dieser Fall kénnte verwirklicht sein bei der von 
Willstitter und Rohdewald!) niher beschriebenen I[V.-Amylase. 

Diese Betrachtungen werfen nicht nur Licht auf die Art der 
Verankerung der Leberesterase in der lebenden und entwisserten 
Zelle, sie scheinen uns von allgemeinerer Bedeutung zu sein, in- 
dem sie auch fiir andere Enzyme Giiltigkeit besitzen. Abstufungen 
hinsichtlich der Stiirke der Verankerung beschranken sich gewif 
nicht nur auf ein Enzym, man wird sie auch beim Vergleich 
mehrerer Enzyme ein und desselben Organs beobachten. Was das 
Vorhandensein von Lyoenzymen in der lebenden tierischen und 
pflanzlichen Zelle betrifit, so sind wir der Ansicht, daB Enzyme 
in geléstem oder dispergiertem selbstiindigen Zustand im all- 
eemeinen nur eine Ubergangsform darstellen. Es ist unwahrschein- 





1) Diese Z. 221, 13 (1933). 
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lich, daB die Enzyme in diesem selbstindigen Zustand lingere 
Zeit im Plasma vorhanden sein kénnen, da durch die vorhandenen 
Kohisionskrifte eine Verankerung an die Zellsubstanzen eintritt. 
In solchen Organen, die der Sekretion dienen, geht die Aufhebung 
der Assoziationsbindungen mit den Sekretionsprozessen einher. 
Man kann zu der Vorstellung gelangen, daB sich in den lebenden 
Zellen ein dynamischer Vorgang abspielt, indem neue Enzymmengen 
gebildet, in besonders fest verankerter Form aufgespeichert, bei 
Bedarf in verschieden abgestufte Bindungsform iibergefiihrt und 
endlich im Falle der Sekretion in geléster Form frei gegeben 
werden. 

Zur Methode der Gewinnung von ,,Lyo‘- und ,,Desmo‘*-Enzymen. 
Wenn wir Aussagen iiber die Verankerung der Leberesterase, 
aber auch anderer Enzyme, in der lebenden Zelle machen 
wollen, so miissen wir (wie aus den vorstehenden Darlegungen 
hervorgeht) als Grundlage dafiir die Befunde an den Frisch- 
organen selbst wahlen. Es wird in den meisten Fallen niitz- 
lich sein, auch die Ergebnisse mit Acetontrockenpriparaten ver- 
gleichend heranzuziehen, es wire aber unsicher, die Verhiltnisse 
bei den Trockenpriparaten zur Grundlage der Aussagen iiber die 
Bindungsverhiltnisse in der lebenden Zelle zu machen, wie es 
bisher teilweise geschehen ist. 

Es scheint uns weiterhin von Wichtigkeit zu sein, darauf 
hinzuweisen, da die Methoden fiir die Gewinnung von ,,Lyo“- 
Enzymen bisher verschieden waren. Bamann und Laeverenz 
haben den gelésten Anteil von Lipasen in der Bauchspeichel- 
driise so gewonnen, daB sie das Frisch- oder Trockenpriparat 
mit 100°/,igem Glycerin extrahierten und dieses Extrakt ohne 
Verdiinnen mit Wasser durch Filtration iiber Kieselgur klirten. 
Willstatter und Rohdewald haben dagegen im Falle anderer 
Enzyme die Klirung durch Abtrennen der Zellriickstiinde in der 
Zentrifuge vorgenommen. Um die Glycerinlésungen in klarem 
Zustand zu erhalten, muften sie vor dem Zentrifugieren mit 
Wasser, wenigstens mit dem gleichen Volumen, verdiinnt 
werden. Um die Bedingungen fiir eine Autolyse méglichst aus- 
zuschalten, erfolgten die Operationen des Vermischens und 
Zentrifugierens unter Kalthalten der Fliissigkeit. Gegen dieses 
Verfahren, bei dem wohl Autolyse ausgeschaltet ist, besteht das 
Bedenken, daf nicht etwa nur der Anteil an Lyoenzym gewonnen 
worden ist, der urspriinglich von 100°/, igem Glycerin aufge- 
nommen wurde. Vielmehr hat das 50°/, ige Glycerin (auch bei 0°) 
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auf die Zellsubstanzen physikalisch-chemisch verindernd einge- 
wirkt, und besonders leicht lésbare Bindungen gelést; dadurch 
gingen aber Anteile von Desmoenzym in Liésung iiber. Diese 
Wirkung steigerte sich gewiB noch bei Wiederholung solcher 
Operationen. Besonders weitgehend werden diese Auswirkungen 
im Falle der Trockenpriparate zu beobachten sein, da die Asso- 
ziationsbindungen zum gréBeren oder kleineren Teil in Adsorp- 
tionsbindungen iibergegangen sind (Klutionswirkung des wasser- 
haltigen Glycerins). Ohne den Ergebnissen weiterer notwendig 
gewordener Experimente vorzugreifen, scheint es uns zweifelhaft, 
ob die im frischen Organ wirklich geliésten Anteile der Enzyme 
mit der gewihlten Methodik richtig abgegrenzt werden kénnen. 
Unterschiede im Verhalten von wasserfreiem und wasserhaltigem 
Glycerin brauchen natiirlich nicht bei allen Zell-Geweben auf- 
zutreten, man wird sie vor allem dort beobachten, wo beson- 
ders lockere Bindungen in den Zellsubstanzen vorhanden oder 
durch die Acetontrocknung gebildet worden sind. 

In unserer Untersuchung haben wir nur denjenigen Anteil 
der Esterase als Lyoenzym bezeichnet, der dem Frischorgan 
mit 100°/,igem Glycerin entzogen werden kann. Von diesem 
Anteil darf man wohl am ehesten annehmen, daB er in léslicher 
Form im Frischorgan vorhanden ist. 


Experimenteller Teil. 


Bestimmung der Esterase. Die [sterase-Wirkung verfolgen wir 
durch die Messung der Buttersiuremethylester-Hydrolyse, wie sie erstmals 
hk. Willstitter und F.Memmen’) im Falle der Lipase der Bauchspeichel- 
driise durchgefiihrt haben. Von einem Zusatz der ,,Ausgleichungs-Akti- 
vatoren“ sehen wir, wie H. Kraut und H. Rubenbauer’), ab. Der Ver- 
suchsansatz enthilt demnach nur das Substrat, das Enzym und den Puffer. 

Fiir die Bestimmung der Esterasemenge in der Frischleber oder in 
Trockenleberpriiparaten findet der feine Hackbrei bzw. das Trockenpulver 
selbst Anwendung. Auf diese Weise erfaSt man den gesamten Ksterase- 
gehalt; Uberfiihrung des Enzyms in Lésung durch fraktionierte Extraktion, 
wie sie von H.Kosterlitz und H. Petow’) vorgenommen wurde, ist 
unnétig und wegen nicht zu verhiitender Versuchsfehler ungenau. Bei 
Anwendung von Trockenpulver finden wir es zweckmiBig, dasselbe mit 
Wasser oder besser mit verdiinntem Ammoniak anzuteigen und bis zur 
Quellung stehen zu lassen (20—30 Minuten). 





1) Diese Z. 133, 229 (1924). 

*) Diese Z. 173, 155 (1928); vgl. auch E. Bamann, Ber. chem. Ges. 
62, 1538 (1929). 

8) Biochem. Z. 175, 31 (1926). 
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Lyo-esterase: Unsere, Untersuchung bezieht sich auf die Leber des 
Schweines. Zur Verarbeitung gelangten nur solche Organe, die den 
Tieren sofort nach der Schlachtung entnommen waren. Unter Eiskiihlung 
wurde je eine Leber zerkleinert, durch die Hackmaschine getrieben und 
in Form des Hackbreis untersucht oder in ein Acetontrockenpriparat tiber- 
gefiihrt, wobei die Verarbeitung des Frischorgans etwa '/, Stunde und 
die Kinwirkung des organischen Lésungsmittels die gleiche Zeit in An- 
spruch nahmen. 

Extrahiert man den unter Ausschlu8 jeglicher Autolyse dar- 
gestellten Hackbrei aus Frischleber oder die daraus gewonnenen 
‘Trockenpriparate mit wasserfreiem Glycerin, so erhilt man nur 
sehr schwach wirksame Lésungen. Die Ausbeute an Esterase 
betragt nach einigen Stunden etwa 1°/, und sie steigt auch im 
Laufe mehrerer Tage nicht an. Der kolloidale Triiger, an den 
in dieser Fraktion die Esterase gebunden ist, ist von nicht zu 
hoher MolekulargréBe. Solche Lisungen geben bei Zugabe von 
verdiinnter Essigsiiure keine Ausfillung. Dabei machen wir die 
Annahme, daB die Esterase auch in dieser Fraktion iihnlich wie 
in der Zelle selbst an EiweiB verankert ist. 


Tabelle LI. 


Extraktion von Frischleber und von Trockenleberpriparaten 
mit 100°/,igem Glycerin. 
(1 g Trockengewicht + 20 g Glycerin.) 























y Extraktions- In Losung 
fers. ‘a | gegangenes 
Nr. Leberpriiparat dauer | temp. Enzym 
in Stdn.; in ° (Ausbeute) °/, 
bomatnaneeesenseneens ‘a SS 
1a | Hackbrei aus Frischleber A . 2 | 2% 1,0 
(13. VIL. 33) | 
b Hackbrei aus Frischleber A . 48 | 25 1,1 
2a | TrockenpriparatA. ..... 2 | 2% 1,2 
b : | ere 48 | 25 1,2 
3 i B (9. XI. 33). 4g | 20 0,5 


Desmo-Esterase: Am Beispiel der Leberesterase laiBt es sich 
iiberzeugend darlegen, da der Zustand und die Verankerung der 
Desmoesterase in dem Frischorgan und den daraus mit Aceton 
gewonnenen Trockenpriparaten ginzlich verschieden sind. In 
den Trockenpriparaten ist der urspriingliche Bindungszustand 
zum groBten Teil aufgehoben und in einen leichter lésbaren iiber- 
gefiihrt worden. Die folgenden Versuche fiihren uns dazu, die 
Bindung der lésbaren Enzymkomplexe als eine adsorptive auf- 
zufassen. Die Uberfiihrung in Lésung ist demnach als eine Elution 
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zu betrachten: sie kann mit einer Reihe von Elutionsmitteln be- 
wirkt werden. Als solche haben wir in den Versuchen der Tab. IT 
Glycerin—Wassermischungen, destilliertes Wasser, neutrale Elek- 
trolyte sowie Siure und Alkali angewendet. Die rascheste und 
weitgehendste Elution beobachtet man mittels Siure und Alkali. 
Neben dem Elutionsvorgang mag sich hier allerdings auch eine 
Auflésung von héhermolekularen EiweiBstoffen abspielen, die das 
Enzym fester verankert halten. Mit diesem Auflésungsvorgang 
geht aber eine Ablésung der Enzymkomplexe von den hoch- 
molekularen Trigern parallel, nachweisbar dadurch, daB die Ein- 
stellung eines bestimmten Siuregrades in der Lésung (durch Zu- 
gabe von verdiinnter Essigsiiure zu den alkalischen Ausziigen 
bzw. von verdiinnter Ammoniaklésung zu den sauren Ausziigen) 
Ausflockung der in Liésung gegangenen urspriinglichen Triger, 
nicht aber eine entsprechende Verminderung der Esterasemenge 
bewirkt. Gut eluierend wirken auch neutrale Elektrolyte, bei- 
spielsweise Acetat- und Citratléisungen, ebenso Glycerin— 
Wassermischungen von etwa 50°/, Gehalt an Glycerin. Glycerin— 
Wassermischungen von anderer Zusammensetzung iiben, wie die 
vergleichenden Versuche 1—4 der Tab. II zeigen, eine geringere 
eluierende Wirkung aus. Man kénnte versuchen, das unterschied- 
liche Verhalten von wasserfreiem Glycerin und Glycerin—Wasser- 
mischungen von verschiedener Zusammensetzung nicht auf die 
nur den Glycerin—Wassermischungen eigene eluierende 
Wirkung zuriickzufiihren, sondern auf ein unterschiedliches 
Lésungsvermégen (im iiblichen Sinne) von Glycerin und je- 
weiligen Glycerin—Wassermischungen. Diese Auffassung wire 
unzutreffend, sie wird durch das Experiment widerlegt. Eine 
mit 50°/, igem Glycerin gewonnene Esteraselésung la8t namlich 
bei Zusatz von Wasser oder von absolutem Glycerin keine Aus- 
fillung oder Triibung erkennen. Das miibte aber der Fall sein, 
wenn die Auflésung durch Glycerin—Wassermischungen ein 
Lésungsvorgang ware. 

Die Versuche 5—8 der Tab. II geben ein Bild iiber den zeit- 
lichen Verlauf der Esteraseelution mittels destillierten Wassers. 
Das iibliche kohlensiurehaltige destillierte Wasser unserer Labo- 
ratorien steht hinsichtlich seiner ablésenden Wirkung einem aus- 
gekochten destillierten Wasser erheblich nach. Die Versuche 7 
und 8, die mit solchem Wasser ausgefiihrt sind, wurden auferdem 
durch Zugabe von verdiinnter Ammoniaklisung stindig bei p,,= 7 
gehalten. Dazu waren im Laufe der Elutionsdauer des Versuches 
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bei 0° (Versuch 7) nur etwa 4ccm, desjenigen bei 20° (Versuch 8) etwa 
7 ccm n/40-Ammoniaklésung fiir die Ansitze von 160 ccm notwendig. 

Hine weitere Stiitze fiir unsere Auffassung iiber die Art des 
Lésungsvorganges sehen wir darin, daB die meisten der ange- 
wandten Elutionsmittel etwa 60°/, des Enzyms in Lésung iiber- 
fiihren, gleichgiiltig ob sich der Vorgang bei 20° oder bei 0° 
abspielt. ErwartungsgemiB findet man aber Unterschiede in der 
Ablésungsgeschwindigkeit. Diese Gegeniiberstellung der 
Lésungsvorginge bei 0° und 20° laBt erkennen, daB autolytische 
Vorgiinge auch in den Versuchen bei 20°, bei denen die Bedin- 
gungen fiir autolytische Prozesse gegeben sind, keine oder nur 
eine untergeordnete Rolle spielen. 

Die Frage nach der Molekiilgréfe der kolloiden Triger der 
Esterase, die, wie verschiedene Versuche ergaben, in der Haupt- 
sache aus Eiweifstoffen bestehen, wurde durch die Untersuchung 
geklart, wie weit das Ausflocken von Eiwei8kérpern bei Zugabe 
von verdiinnter Essigsiure mit einer Abnahme der Esterasemenge 
in den einzelnen Lésungen verbunden ist. In den Glycerinaus- 
ziigen liegt die Esterase in ihrer Gesamtheit in Form von Komplexen 
verhiltnismaibig geringer Molekiilgré8e vor. Diese Lisungen zeigen 


' unter den erwihnten Bedingungen nicht nur keine Verringerung der 


Enzymmenge, sondern lassen auch kein Hiwei ausfallen. Ohne 


nennenswerte Enzymverluste erfolgt auch die Ansiiuerung der 
_ inittels Elektrolyte dargestellten Liésungen. Hier beobachtet man 
_ dagegen beim liingeren Stehen eine zunehmende Triibung, die durch 


Filtration unbeschadet der Esterasemenge entfernt werden kann. 


Bei den meisten anderen Versuchen der Tab. II betrigt die 


| Menge des fillbaren, also noch an héhermolekulare Proteine 
_gebundenen Enzyms nicht mehr als 3—10°/, der in Lésung 
_gegangenen Hsterase. Ein davon abweichendes Verhalten zeigen 
_die mit reinem Wasser gewonnenen Ausziige. Essigsiurefillung 
) bewirkt, wie die Versuche 7b und 7c dartun, einen Enzymverlust 
- von etwa 15—20°/,. Bei langer Elutionsdauer gehen diese Verluste 


‘ 
ae 
s 





| weitgehend oder ganz zuriick. Wir lassen es unentschieden, ob 
_ diese Tatsache auf eine schwache Autolyse oder auf eine spiiter 
’ erfolgende Elution zuriickzufiihren ist. In Ausziigen mittels Alkali 
| laBt sich die EiweiBausfillung meistens ohne nennenswerte Ver- 
_ luste an Esterase durchfiihren. Bei dem Trockenpriparat E (2. 8. 33) 


beobachten wir aber einen etwa 30°/, betragenden Verlust. Dieses 


_ Trockenpriparat war so gewonnen, daB die Entwisserung mittels 
_ Aceton bei einer 0° nicht iibersteigenden Temperatur vorgenommen 
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Tabelle II. 


Elution der Esterase aus Trockenleberpriparaten. 


[Die Versuche 11, 12, 16, 17 und 18 sind mit Priparat B (9. XI. 33), 


die iibrigen mit Priiparat C (29. XI. 33) ausgefiihrt.] 














- Weatines. In Lésung Nach Fiillen 
a Elutionsmittel gegang. jm. Essigsiure 
z _dauer | temp.| Esterase | bleiben in 
~— in Stdn. | in ° in °/, Lésung (°/,) 
la | Glyc., 80°/,ig (1 g+-100cem) SI, 0 1,8 
b desgl. 48 0 6,9 
c desgl. 120 | 0 9,9 
d desgl. nach weit.) insgesamt 
8 Tagen | 20 14,2 
2 | Glyc., 50°/, ig. (1g+50 ccm) 24 0 43,0 
3a desgl. 24 20 50,0 
b desgl. 120 | 20 59,1 
4a | Glyc., 25°/,ig.(1g+100ccem) 5 | 20 36,8 
b desgl. 24 | 20 41,8 
c desgl. 48 | 20 44,0 
d desgl. 312 | 20 43,2 
5a | Dest. Wasser (1 g+-100 ccm) ~~ | @ 11,6 
b desgl. 24 0 31,7 
c desgl. 48 0 38,0 
d desgl. 96 0 39,5 
6a desg). 5 20 36,7 
b desgl. 24 | 20 36,7 
c desgl. 48 | 20 39,5 
d desgl. 1Monat | 20 64,0 64,0 
e desgl. 2Monate| 20 65,5 
7a | Dest. Wasser, ausgekocht, —. | @ 27,9 
wihrend Vers.-Zeit Vers.- 
Ansatz durch Zugabe von 
verd. Ammon.-Lésg. neutr. 
gehalten (1 g+160 ccm) 
b desgl. 8 0 50,8 42,1 
c desgl. 24 0 57,5 48,6 
d desgl. 48 | 9 63,0 
e desgl. 192 | O 64,0 
8a desgl. $4, | 20 86,5 
b desgl. 6 20 57,0 
c desgl. 24 20 67,0 
d desgl. 72 20 71,0 
e desgl. 240 20 76,5 
9a | m/5-Natr.-Acetatlésung mit if, 0 36,0 
Essigs. neutr. (1 g+100 ccm) 
b desgl. 48 0 54,8 
c desgl. 192 | =O 54,8 
d desgl. nach weit. insgesamt 
9Tagen | 20 59,0 
10 m/5-Natriumcitratlésung v7 | +O 38,0 





(1 g+ 100 ccm) 
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Tabelle II (Fortsetzung). 














a ; In Lésung | Nach Fallen 
7 Eluti ‘ttel Elutions- gegang. |m.Essigsiure 
i sa naiaacns dauer | temp.| Esterase | bleiben in 
S in Stdn. | in ? in °/, Lésung (°/)) 
11a | n/100-Essigs. (1 g + 40 ccm) +), 20 32,2 
b desgl. 2 20 51,5 
c desgl. 24 20 17,2 
12a | n/10-Essigs. (1 g + 40 cem) /, 20 46,8 
desgl. 2 20 78,5 
c desgl. 24 20 99,0 
13 | n/100-Salzsre. (1 ¢+40 cem) “Pe 0 51,0 45,3 
i4a n/50-Natriumcarbonat- 8/4 0 62,5 52,8 
lésung (1 g+ 40 ccm) 
b desgl. 96 0 98,0 89,2 
15a desgl. 14, | 20 41,7 
b desgl. 24 | 20 81,0 
c desgl. 72 20 98,7 
16a} n/100- Ammoniaklésung 24 0 89,0 
(1 g-+ 100 ccm) 
b desgl. 48 0 93,5 
17a desgl. T. 20 41,0 
b desgl. 2 20 85,5 
c desgl. 24 20 96,0 
18a n/10- Ammoniaklésung . 20 71,0 
(1 g-+ 40 ccm) 
b desgl. 2 20 87,0 

















wurde. Dieses Trockenpriiparat unterschied sich schon iuBerlich 
durch seine rétliche Farbe von den bei Zimmertemperatur ent- 
wisserten Priiparaten. Man kann weiterhin leicht feststellen, daf 
eine rasche und durchgreifende Entwiisserung nur bei Zimmer- 
temperatur moéglich ist, wihrend Hackbrei, auf den Aceton von 0° 
einwirkt, nur oberflichlich entwissert wird. Dadurch wird aber sicher 
auch die Verankerung des Enzyms nur teilweise veriindert, so 
daB Ausziige aus solchen Priparaten griBere Mengen hochmole- 
kular gebundener Esterase enthalten. 

Fiir die theoretische Auswertung des Lisungsvorganges ist 
die Beobachtung von Nutzen, daB die Elution im Gebiete eines 
Trockengewicht-Lésungsmittelverhiltnisses 1:10 und 1: 250 gleich 
giinstig ist, wihrend Ausma8 und Geschwindigkeit autolytischer 
Vorgiinge in diesen Grenzen mit der Verdiinnung noch stark zu- 
nehmen. Fiir Elutionsvorgiinge ist zwar das Verhiltnis eluieren- 
der Flissigkeit: Adsorbat unterhalb einer bestimmten Grenze 
nicht ohne Belang, diese Grenze scheint aber bei dem vorliegen- 
den Elutionsverhiltnis 1:10 bereits iiberschritten zu sein. 











12 Eugen Bamann und Jatindra Nath Mukherjee, 


l¢g 10 ccm dest. Wasser, n. 8 Tg. 69,3°/, in Lésung 
rock. } aa » >» @ 8 Te. 62,2°%,, 02.8%, 669% , « 
Pein: (230, » 9 » m& 8 Tg. 61,0%,, un. 6 Ty. COS), » - 

Die durch die verschiedenen Elutionsmittel jeweils ablésbaren 
Anteile der Esterase werden zum gréBten Teil bereits durch eine 
einmalige Einwirkung in Lésung iibergefiihrt. Die nachstehende 
Ubersicht zeigt, daB fraktionierte Elution (z. B. mit Natriumacetat) 
praktisch zu den gleichen Endwerten an Enzymausbeute fihrt, wie 
eine einmalige Elution von geniigender Zeitdauer: 

1. Elution (832 Minuten bei 20°): 145,5 E. E. = 33,6°/, Ausbeute 


2. »  (11/, Stunden ,, 20°): 41,7E.E.= 9,6°/, " 
: « oe « » 20°): 48,7 E. E.=11,3%,  ,, 
‘i » 42 « » 20°: 148E.E.= 34%  ,, 
i ~ 2a » 209: 90K. E.= 2,1%, 


1.—5. Elution (8 Tage 20 Stunden): 259,7 E. E. = 60°/, heioae 
Das Ergebnis dieses Versuches ist dem des Versuches 9, Tab. II, 
vergleichend gegeniiberzustellen. 

Der nach der erschépfenden Elution mittels neutraler Elektro- 
lytlésungen oder einer 50°/, igen Glycerin—Wassermischung zuriick- 
bleibende Restbetrag (etwa 40°/,) an Enzym, ist in einer Art ver- 
ankert, die durch lingere Einwirkung einer Papainlésung (nicht 
aktiviert) in 50°/,igem Glycerin nicht berithrt wird. Wir beob- 
achten beispielsweise nach mehrtiigiger Kinwirkung einer stark 
wirksamen Papainlésung auf die Rickstinde eines Elutionsver- 
suches mit 50°/,igem Glycerin nur eine 3°/,ige Esterasefreilegung. 
Wohl aber ist dieser starker verankerte Restbetrag, wie eingangs 
erwihnt, durch stirkere Elutionsmittel (Siure und Alkali) fast 
vollstiindig in Lisung iiberzufiihren. Nur etwa 3—8°/, der Esterase 
bleibt hartnickig an den Zellriickstiinden haften. 

Diesen Ergebnissen im Falle der Trockenpriparate stehen 
folgende Befunde beim Frischorgan gegeniiber. Mit den iiblichen 
Lésungsmitteln, nimlich Glycerin—Wassermischungen, destilliertem 
Wasser, Essigsiure und Alkali kénnen bei 0° etwa 30—40°/, Esterase, 
gebunden an Trager verhiltnismibig geringer MolekiilgréBe, in Lé- 
sung iibergefiihrt werden?). Bei Anwendung alkalischer Extraktions- 
mittel schreitet (Versuch9 der Tab. III) die Auflésung allerdings 
mit der Zeit fort, der Anteil an niedermolekularem Enzym bleibt 
aber, wie aus den Zahlen der nebenstehenden Spalte ersichtlich ist, 





) Bei Verwendung von Wasser oder verdiinnter Essigsiure als Losungs- 
mittel beobachtet man hiufig, daB nach kurzer Extraktionsdauer (etwa 2 Stdn.) 
sich mehr Enzym in Lésung befindet als nach weiteren Stunden. Das ist wohl 
darauf zuriickzufiihren, da8 bei saurer oder sauer gewordener Reaktion allmih- 
lich eine Ausflockung von EiweiBstoffen eintritt, an denen Enzym gebunden ist. 


wok: 





_ Antei 


. gungt 
im al 
~~ 8 un 


_ beim 


_ erken 
_ gehal 
- ausbe 


Versu 


' beute 


schwi 


| bedeu 
das I 


prapa 
im er 


in me 
der T 
das g 
| Zeit ¢ 


gilt at 


bzw. | 


die T; 


insbes 
eréBer 
versch 


I 


_ Freile; 


| Beispi 
_ stehen 





Kssigs 
/ 2 eir 
- Ende 

Nach | 


setzte 
einer 
man, 1 








“s 





ie aes a Sear aR el aise Nas te s 


Uber die protoplasmatische Verankerung der Leberesterase. 13 


_ konstant. Erfolgt dagegen die Auflésung bei 20°, so steigt dieser 
_ Anteil an niedermolekularem Enzym iiberall dort an, wo die Bedin- 
_ gungen fiir eine Autolyse gegeben sind. Das trifft fiir Versuche 
_ im alkalischen Milieu, nicht aber in saurem Milieu zu (Versuche 7, 
-§ und 10 der Tab. III). 


Ein Vergleich des Lisungsvorganges beim Frischorgan und 


_ beim Trockenpriiparat laBt aber folgende feinere Unterschiede 
_erkennen. Beim Hackbrei fiihren Abstufungen des Glycerin- 
_ gehaltes in Extraktionsmitteln nicht zu so ausgepriigten Enzym- 
- ausbeuteunterschieden, wie bei Trockenpriparaten. So gehen nach 


Versuch 3 und 4 der Tab. III sowohl mit 50°/,igem als auch mit 
25°/,igem Glycerin unter gleichen fuBeren Bedingungen etwa 
40°/, Esterase in Lésung. Dem gegeniiber weisen im Falle des 
Trockenpriparates die Versuche 3b und 4d der Tab. II die Aus- 


_ beutewerte von 59,1°/, bzw. 43,2°/, auf. Weiterhin ist die Ge- 


schwindigkeit der Auflésung des Enzyms beim Frischorgan eine 


_ bedeutend geringere als beim Trockenpriiparat. Vergleicht man 


das In-Lésung-Gehen der Esterase aus Frischleber und Trocken- 
priparat in alkalischem Milieu bei 0°, so beobachtet man, dab 
im ersten Falle nur ein Bruchteil der Gesamtmenge des Enzyms 


_in niedermolekularer Form in Lésung geht (Versuche 9d und 9e 
der Tab. III), daB dagegen aus dem Trockenpriiparat praktisch 


das gesamte Enzym als niedermolekulare Komplexe in kurzer 


| Zeit aufgelist wird (Versuche 14 und 16 der Tab. Il). Ahnliches 


_ gilt auch fiir die Auflésung im sauren Milieu (Versuch 8 der Tab. III 


baw. Versuch 11 der Tab. Il). Eines Hinweises wert ist endlich 


die Tatsache, daB das Verhalten des Hackbreis Lésungsmitteln, 


insbesondere sauren Charakters, gegeniiber von Organ zu Organ 
eréBeren Schwankungen unterworfen ist, als das Verhalten der 
verschiedenen ‘l'rockenpriparate. 

Die Wirkung und Bedeutung autolytischer Prozesse fiir die 


_Freilegung der Esterase aus dem Frischorgan ist auer aus den 
_ Beispielen der Versuche 10a—e der Tab. III besonders aus nach- 
_ stehendem Experiment ersichtlich: 9tagige Einwirkung von n/100- 





' Essigsiiure auf Hackbrei (100 ccm + 1 g Trockengewicht) fiihrte 
zu einer 36,5°/,igen Aufliésung der Esterase. Damit war das 


Ende der mit diesem Lisungsmittel méglichen Extraktion erreicht. 
Nach Zugabe von Ammoniak bis schwach alkalischer Reaktion 
setzte die Auflésung von neuem ein und fiihrte in 3 Tagen zu 


einer vollstindigen Liésung des Enzyms. Ahnliches beobachtet 
/™man, wenn man an Stelle von Essigsiure destilliertes Wasser als 
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Tabelle III. 
Extrektion der Esterase anes sino ebor. [Exisenloher D, (12. IV. 84).) 




















s a ee Esterase in Lésung 
= | a) Nach Fil- | b) Nach Fall. 
5 (100 ccm +1¢ dauer | temp. tration tiber | m. Essigsiure 
i Trockengewicht) in | . 4 | Kieselgur | u.darauffolg. 
> Tagen | ™ of) Filtrat. (°/,) 
1 Glycerin, 80°/,ig s | 20 5,8 
2 » 50% ig 8s | oO 35,6 
3 . 50°), ig 8 | 20 42,3 
4 25 oj ig 8 | 20 44,4 
5a Destilliertes Wasser ~ 1 = 38,5 
b desgl. 11), 0 43,5 16,1 
4 desgl. 4 =, 38,0 22,0 
, desgl. 8s | 0 34,8 21,9 
o|  jaxisis | * 
ese e 4 V0, 
d ne s | 2] coo | a5 
esgi. | 2 , 39 
la n/100-Essigsiure uy | 0 32.8 26,7 
b desgl. +, | ® 32,8 
c desgl. 4 | 0 28,9 31,8 
bs ra 8 | po 31,3 
© a ese . 4 | a 9 
b desgl. i"), 20 24,3 
4 — 6 20 33,3 35,6 
esgl. 9 | 20 36,5 
9a n/40-Ammoniaklésung 1 0 33,0 22,7 
b desgl. 14, | @ 53,0 | 
c desgl. 4 0 59,0 32,0 
d desgl. 8 | 0 61,7 35,4 
e desgl. 22 | O — | 34,2 
10a desgl. iP 20 32,0 | 
b desgl. 1, | 20 52,6 | 66,2 
e desel. 4 | 20 77.6 | 95,5 
d desgl. 8 20 88,5 95,8 
e desel. 12 | 20 95,0 











Liésungsmittel beniitzt. Nach 4 Tagen war die lésbare Menge 
Esterase, nimlich 33,9°/,, in Lisung iibergefiihrt. Vierfaches Ver- 
diinnen mit Wasser brachte wihrend 4 'l’'agen keine Veriinderung 
hinsichtlich der Ausbeute. Wohl aber lieB sich die Esterase nach 
Zugabe von Ammoniak innerhalb 3 Tagen praktisch vollstindig 
in Lésung bringen. In einer Probe, iiber Kieselgur filtriert, 
fanden wir 95,5°/, freigelegtes Enzym, in einer anderen, die durch ~ 
rasche Zugabe von verdiinnter Hssigsiiure und darauffolgende — 
Filtration geklart war, zeigte die Analyse 100°/, Esterase an. 


Fiir die freundliche Férderung unserer Untersuchung sind 
wir der Vereinigung von Freunden der Technischen Hoch- 
schule Stuttgart zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 
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Zur Isolierung der Esterase aus der Leber. 


(2, Abhandlung: Zur Kenntnis der Zellverankerung der Enzyme.) 


Von 


Eugen Bamann, Jatindra Nath Mukherjee und Ludwig Vogel. 





(Aus der Pharmaz. Abteilung des Laboratoriums fiir organ. u. pharm. Chemie 
der Technischen Hochschule in Stuttgart.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juli 1934.) 


Nur fiir wenige Enzyme sind bisher Wege bekannt, die eine 
vollstindige Uberfithrung des Enzyms aus tierischen oder pflanz- 
lichen Zellen und Geweben in Lésungen erlauben. Soweit nicht 
die Unbestiindigkeit oder Veriinderung der Enzyme beim EKingriff 
in ihre natiirliche Verankerung daran die Schuld tragen, sind es 
ungeniigende Kenntnisse iiber die Art ihrer Bindung in der 
Zelle und damit zugleich iiber die Bedingungen ihrer rationellen 
Freilegung. 

In einer vorangehenden Untersuchung!) haben wir ein Bild 
iiber die protoplasmatische Verankerung der Leberesterase ge- 
wonnen. Darnach ist der kolloidale Traiger des Enzyms nicht 
durch eine chemische Bindung im engeren Sinne, etwa_ peptid- 
artig, mit den Zellsubstanzen verkniipft. Es sind vielmehr lockerere 
Valenzbindungen, denen Assoziationskrifte zugrunde liegen. Jedem 
In-Lésung-Gehen des Enzyms mu8 naturgemiiB eine Lésung dieser 
Assoziationsbindungen vorangehen. Ein Teil der Bindungen ist 
leicht lésbar; schon eine Verinderung der physikalisch-chemischen 


_ Eigenschaften innerhalb des Zellaufbaues, die bereits durch Auf- 
: schlemmung des Organs in Wasser, neutralen Elektrolytlésungen 
oder in verdiinnten Saiuren und Bases bewirkt werden kann, ge- 


_niigt hierfir. Die alteren Darstellungsmethoden *) fiir Esterase- 
| lésungen beruhen im wesentlichen wud diesen Vorgiingen. Einige 
' Extraktionsversuche dieser Art wurden auch von uns ausgefiihrt 
und sind im speziellen Teil dieser Arbeit wiedergegeben. Kraftiger 





1, E. Bamann u. J. N. Mukherjee, Diese Z. 229, 1 (1934). 
*) J. H. Kastle u. A.S. Loevenhart, Amer. chem. J. 24, 491 (1900); 
J. H. Kastle, M. Johnston u. E. Elvove, ebenda 31, 521 (1904). 
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als eine solche KinfluBnahme auf den _physikalisch-chemischen 
Zustand wirkt ein schlagartiger Entzug von im Plasma enthaltenem 
Wasser, Binnensalzen und Lipoiden durch EKinwirkung gewisser 
Liésungsmittel, wie Aceton. Darauf ist die Uberlegenheit der von 
R.Willstatter und seinen Mitarbeitern 4) eingefiihrten Methode der 
Uberfiihrung des Frischorgans in Trockenpriparate und nach- 
folgender Extraktion mittels geeigneter Lésungsmittel (Glycerin, 
verdiinnte Ammoniaklésungen) zuriickzufiihren. 


Ein neues Verfahren wiirde dieser Methode gegeniiber dann 
den Vorzug verdienen, wenn es damit gelinge, die Anwendung 
organischer Trocknungs- und Liésungsmittel (Aceton, Ather) aus- 
zuschalten, die Freilegung aus dem Frischorgan in kurzer Zeit 
und ohne die mit der Herstellung von Trockenpriparaten stets 
verbundenen Enzymverluste von 10—20°/, durchzufiihren. Die 
Beriicksichtigung jeder dieser Punkte ist weniger fiir Laboratoriums- 
versuche, als fiir die technische Grofdarstellung notwendig. 


Um dieses Ziel zu erreichen, mii8te man die Aufhebung der 
Assoziationsbindungen auf einem anderen Wege als durch Ein- 
wirkung von Aceton und Ather auf die Frischleber bewirken. Von 
Erfolg wire ein Angriff auf die in den Peptidketten vorliegenden 
Hauptvalenzen, nimlich eine hydrolytische Aufspaltung, weil mit 
der Verkleinerung der Linge der Peptidketten eine Verminderung 


der Kohasionskrifte der einzelnen das KiweiBsystem aufbauenden| 


Komponenten in dem Mafe einhergehen kann, dab die Lésung 
der Assoziationsbindung nunmehr méglich ist. Die Aufspaltung 
muB eine schonende sein, sie muff also ohne Schidigung des 
Enzymkomplexes selbst verlaufen. Das ist aber nicht durch eine 


unspezifische Hydrolyse mittels H’ und OH’ méglich, wohl aber | 


durch geeigneten enzymatischen Abbau. 


In den erwihnten ilteren Versuchen?) haben wohl solche | 


autolytische Prozesse mitgespielt, allein sie erfolgten uniiberwacht 
und unter ungiinstigen Bedingungen. Auch H. Kosterlitz und 
H. Petow’) handhabten in einer neueren Untersuchung diese 
Methode ohne entscheidenden Erfolg. 





) R. Willstitter u. F. Memmen, Diese Z. 138, 216 (1924); R. Will- 
stitter, E. Bamann u. J. Waldschmidt-Graser, Diese Z. 173, 155 
(1928); H. Kraut u. H. Rubenbauer, Diese Z. 173, 103 (1928). 

*) Vgl. auch G. Peirce, J. of biol. Chem. 16, 1 (1913); J. P. Simonds, 
Amer. J. Physiol. 48, 141 (1919). 

5) Biochem. Z. 175, 31 (1926). 
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Wir haben die quantitative und rasche Isolierung der 
‘Esterase aus der Frischleber mittels eines Kombinations- 
verfahrens erreicht, nimlich dadurch, daB wir den frischen Hack- 
brei durch eine 3—4tigige Autolyse im alkalischen Milieu, 
die an und fiir sich in dieser Zeit nur zu einer 50—60°/, igen 
Uberfithrung des Enzyms in Lésung fiihrt, so verindern, daf der 


J restliche Enzymanteil durch Zugabe von verdiinnter Essig- 


siure sofort in die Lésung gebracht wird. Diese Operation 


‘nehmen wir ohne Abtrennung des Autolysates von den Zell- 


riickstiinden vor. Dadurch erlangt das Verfahren nicht nur eine 


-| sehr groBe Einfachheit, sondern fiihrt auch infolge des Ausfallens 
it} hOhermolekularer EiweiBstoffe zu verhiltnismiBig reinen Enzym- 


lésungen. 
Spezieller Teil. 


Uberfiihrung des Enzyms in Lésung. Mittels blofer Extraktion 
laBt sich die Esterase nur teilweise in Lésung iiberfiihren. Sowohl 


‘| bei Anwendung von Glycerin—Wasser-Mischungen, als auch von 


stirker wirkenden sauren oder alkalischen Lisungsmitteln betrigt 


der in Lésung gegangene Anteil der Esterase im giinstigsten 


Falle nicht mehr als 50°/,. Damit hat der LésungsprozeB ein 
Ende gefunden, weder Verlingerung der Extraktionsdauer, noch 


wiederholte (fraktionierte) Extraktion bewirken — autolytische 
Prozesse ausgeschlossen — eine nennenswerte Erhéhung der 
-Ausbeuten. Aus einem unserer iiblichen Hackbreie aus Schweine- 


;} leber konnten wir in etwa einer Stunde bei Zimmertemperatur 


und bei Anwendung von 20 Teilen Lésungsmitteln auf ein Teil 
Trockengewicht im Falle von: 


n/50-Ammoniaklésung . . . . 9,5°/, 

n/20 “ ~ « » » Eh 

n/10 » ~ io «u., OR 
und im Falle von: 

n/100-Kssigsiurelésung . . . . 33,2°/, 

n/50-Phosphorsaurelésung . . . 43,4°/, 

n/20-Essigsiurelésung . . . . 50,2°/, 


der Esterase in Lésung iiberfiihren. Der Anwendung starkerer 
Saiure- und Alkalilésungen steht die beschriinkte Bestindigkeit 
des Enzyms entgegen. Das angefiihrte Beispiel stellt hinsichtlich 
der Enzymauflésung einen besonders giinstigen Fall dar. In 








anderen lagen die Ausbeutewerte niedriger; dies gilt speziell bei 
der Extraktion mit Sauren. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XIX. 2 
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Ohne Vorteil ist eine der Extraktion vorausgehende anti- 


‘septische Autolyse (Zusatz von Toluol) des zerkleinerten Frisch- 
‘organs. Zwar erhdéhen sich die Extraktionsausbeuten um ein — 


weniges, allein der Esterasegehalt des Organs geht bei dieser 
Vornahme zuriick. Die Verluste kénnen 50°/, erreichen. Diese 
Enzymzerstérung ist auf eine Anreicherung von autolytisch ge- 
bildeter Siure am Entstehungsort zuriickzufiihren. 

Diese Versuche haben uns gezeigt, daB eine Autolyse bei 
saurer Reaktion, wie sie zuletzt noch von H. Kosterlitz und 
H.Petow?) angewandt wurde, nicht zum Ziele fiihrt. Dagegen haben 
wir die antiseptische Autolyse bei alkalischer Reaktion mit gréBerem 
Erfolg angewendet. Kinige systematische Versuche fihrten uns 
zu folgender Erkenntnis: eine Uberfiihrung der Esterase in Lésung 
zu 90—95°/, ist méglich, wenn erstens alkalische Reaktion bis 
zum Ende des Versuchs aufrecht erhalten wird, und zweitens die 
Autolyse bei geniigender Verdiinnung vor sich geht. Eine etwa 
90°/,ige Uberfiihrung der Esterase in Lisung gliickte uns in 
snein Versuchen, wenn fiir 1 g Trockengewicht (entsprechend 
3,5—4 g Frischleber) 20 ccm n/20- Ammoniekliswag Verwendung 
fand. Wahlt man das Verdiinnungsverhiltnis erdBer, was sich 
giinstig auf das Fortschreiten der autolytischen Prozesse aus- 
wirkt, so findet zweckmiBig eine verdiinntere Alkalilésung An- 
wendung. So geniigt es, wenn in Ansiitzen 1 g Trockengewicht 


+ 100 com Ammoniakfliissigkeit, die Normalitit 1/,, betrigt. In — 
solchen Autolyseversuchen erzielt man bei 20° die oben angegebenen ~ 
Enzymausbeuten in 10—14 Tagen. Der Klirung des Autolysates — 


muB ein Abschleudern des gréSten Teiles der Zellriickstiinde in 
einer hochtourigen Zentrifuge vorausgehen. Die Klarung selbst 
erfolgt durch Filtration tiber Kieselgur. 

Unbefriedigend ist dieses Verfahren wegen der langen Zeit- 
dauer, die zur weitgehenden Uberfiihrung des Enzyms in Lésung 
notwendig ist und wegen der Schwierigkeiten, die die Filtration 
des triiben Zentrifugates iiber Kieselgur, insbesondere in gréBerem 


Ma8stabe, bietet. 
Demgegeniiber erreichen wir ein praktisch quantitatives In- 


gungen, die ammoniakalische Hackbreisuspension mit verdiinnter 


Essigsiure bis zum Ausfallen geléster héhermolekularer Eiweif- — 
ihre 


- Weise 


") Biochem. Z. 175, 31 (1926). 
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' stoffe versetzt wird. Filtration (durch Filtrierpapier) oder Zentri- 


im 


_ fugation fiihren mithelos zu klaren Lisungen, die praktisch die 
| Gesamtmenge der Frischleber an Esterase enthalten. 


Beispiele: 100 g Leberbrei (28,2 g Trockengewicht, 8700 E.E.) 


‘ wurden mit so viel n/20-Ammoniaklésung versetzt, dab das Gesamtvolumen 
600 cem betrug und 3 Tage der Autolyse bei 20° iiberlassen. Die Analyse 
_ einer dem Versuch entnommenen Probe (100 ccm) zentrifugiert und iiber 


_ Kieselgur filtriert (ideal filtriert gedacht) ergab 62,4°/, in Lésung gegangenes 


_Enzym. Die Zellriickstinde enthielten den restlichen Anteil an Esterase 
- (40,8°/,). Eine andere Probe der ammoniakalischen Hackbreisuspension 
(150 cem) wurde mit n/20-Essigsiure auf schwach saure Reaktion gebracht, 


wozu etwa 150 cem notwendig waren. Nach Abtrennen der Zellreste und 
der ausgeflockten Eiwei8stoffe bestimmten wir in der klaren (ideal filtriert 
gedachten) Lésung 2190 E.E. Das entspricht also der Gesamtmenge des 


_ vorhandenen Enzyms. 


In einem anderen Falle bestand der Versuchsansatz aus 12 g Leberbrei 


(3,5 g Trockengewicht, 445 E.E.) und 340 cem n/40-Ammoniaklésung. Dauer 


der Autolyse 4 Tage; ¢ = 20°. In einer Probe von 50 ccm des Versuchs- 


ansatzes fanden sich nach Zentrifugieren und Filtration (ideal filtriert ge- 
_dacht) 51 E.E. (entsprechend: 75,5°/, Ausbeute). In einer anderen Probe 


von 50 cem war die Zahl der Einheiten nach der Essigsiiurezugabe, durch- 


_ gefiihrt wie im ersten Beispiel, auf 63,3 gestiegen, die Ausbeute betrug 
| also 96,7°,. 


Zur Frage des Enzymmengenvergieichs in Frischleber und den 


_daraus gewonnenen Lésungen. Hs hat sich in sehr zahlreichen 
_Versuchen ergeben, daB die Frischleber, in Form eines Hack- 


| breis, die entsprechende Wirkung gegen Buttersiiuremethylester 
_ ausiibt wie Lésungen, in die die Esterase quantitativ iiberfihrt 
worden ist. Es macht sich also keine Hinderung der Diffusion 


des Substrates und des Puffers zu dem am Zellplasma ver- 


ankerten Enzym bemerkbar. Ferner ist der Schlu8 zu ziehen, 
daB die Esterase in zellverankertem und geléstem Zustand gegen- 
iiber dem Substrat gleiche Wirksamkeit entfaltet, und daB sie 
véllig unabhingig vom Zustand der kolloiden Triger ist. Sie 
unterliegt in ihrer Wirksamkeit nicht einem HinfluB hemmender 
oder aktivierender Stoffe, die etwa in der Zelle vorhanden, oder 
bei den Lésungsprozessen gebildet oder zerstért werden. Diese 


| Umstande gewahrleisten einen exakten Enzymmengen- 
_ vergleich. 


Durch diese Feststellung ist nicht ausgeschlossen, daB die 


_ natiirlichen oder kiinstlich gebildeten Begleitstoffe der Esterase 
ihre Wirksamkeit gegeniiber anderen Substraten, beispiels- 
_weise Tributyrin, mit beeinflussen. Die Vermutungen friiherer 
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Autoren), die Esterasewirkung stiinde unter dem Einfluf 
hemmender und aktivierender Stoffe, miissen demnach auf das 
von ihnen angewandte Substrat, Tributyrin, beschriinkt werden. 


Waldschmidt-Graser’) haben vor liingerer Zeit die Beobachtung 
gemacht, daB sich im Laufe von Reinigungsverfahren das Ver- 
hiltnis der Wirkungen der Leberesterase auf Methylbutyrat und 
Tributyrin zu Ungunsten des Letzteren verschiebt. Die Annahme 
von damals: ,.Jn rohen Leberpriiparaten scheint die Wirkung auf 
Buttersiiureester einer Hemmung durch einen Begleitstoff zu 
unterliegen, der im Laufe der Reinigung abgetrennt wird“, hat 
sich also nicht bestiitigt; wenn die Anderung des Wirkungsverhilt- 
nisses gegeniiber beiden Substraten tatsiichlich auf Begleitstoffe 
zuriickzufiihren ist, dann wird davon nur die Wirksamkeit gegen- 
iiber Tributyrin beriihrt. 


Charakterisierung der gelosten Esterase-Komplexe. In den nach 
unserem Kombinationsverfahren gewonnenen Lésungen liegt die 
Esterase gebunden an verhiiltnismibig niedermolekulare Trager 
vor, da beim Ansiuren mit Essigsiiure die héhermolekularen 
EKiweiBbestandteile der Zellen ausgefillt werden. Immerhin 
werden aber die Trigerteilchen bei der Dialyse in Hammelblind- 
dirmen innerhalb der Membran zuriickgehalten. Die dabei auf- 
tretende EnzymeinbuBe von nur einigen Prozenten ist gewi8 auf 
Zerstérung der Esterase zuriickzufiihren. Die Dialyse bedeutet 
aber eine weitere betriichtliche Konzentrierung des Enzyms. 
Wihrend Cie essigsiuregefillten, nichtdialysierten Lésungen etwa 
30—40°/, des Trockengewichtes der Frischleber enthalten, geht 
das Trockengewicht nach der Dialyse um das 3—4 fache zuriick, 
teils durch Entfernung diffusibler Stoffe, teils durch weiteres Aus- 
fallen enzymatisch unwirksamer Substanzen, so daB die Esterase 
in diesen Lésungen in etwa 10facher Konzentration gegeniiber 
dem Frischorgan vorliegt. In einem Falle betrug beispielsweise 
der Esterasewert (KE. W.) des Frischorgans = 3,3, derjenige der 
essigsiuregefillten, dialysierten Liésung = 32,0. 

Kine weitere Orientierung iiber die TeilchengréBe der esterase- 


tragenden EiweiBkérper geben Versuche der fraktionierten Fallung 
mittels Ammonsulfat. 





1) H. Kosterlitz u. H. Petow, a. a. O. 
2) Diese Z. 138, 216 (1924) u. zw. 228. 
5) Diese Z. 173, 155 (1928) und zwar 161. 
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Der in 0,4-gesittigter (200 g Ammonsulfat pro Liter, 20°) Esterase- 
jésung ausfallende, schwach-gelblich gefirbte Niederschlag enthielt nur 
8,1°/) Enzym. Dagegen wurde das Enzym zum gréBten Teil, nimlich zu 
83,8°/,, bei weiterer Zugabe von Ammonsulfat, in einer 0,7-gesittigten Lé- 
sung, ausgefallt. Der Niederschlag war von weiBer Farbe. Nach vollstindiger 
Sittigung der Lésung mit Ammonsulfat fiel nochmals ein geringer Nieder- 


schlag, der 2,4°/, Esterase enthielt; in der Loésung blieben 4,5°/, Enzym 


zuriick. Alle Niederschlige waren amorpher Natur. Ob, ihnlich wie im Falle 


_ des Pepsins und Trypsins'), durch wiederholte Lésung und fraktionierte 
_ Ausfillung eine krystallisierte Fraktion der esterasetragenden Eiweib- 
_ kérper erhalten werden kann, blieb unversucht. 


Der Vereinigung von Freunden der Technischen Hoch- 


schule Stuttgart sprechen wir fiir die Férderung unserer Unter- 


suchung aufrichtigen Dank aus. 


: 1) J. H. Northrop, Science 69, 580 (1929); J. gen. Physiol. 13, 739 

(1930); J. H. Northrop u. M. Kunitz, Science 73, 262 (1931); vgl. auch: 
_ Ergebnisse der Enzymforschung I. Bd., 302 und II. Bd., 104, Leipzig (1932 
und 1933); vgl. die Angaben von E. Bamann u. P. Laeverenz, Diese Z. 
_ 223, 1 (1934) tiber ein ,,Krystallisiertes Lipaseprotein“. 











latte 





Peete te PO an" yp 


he se 


ei i aan nnn eee rst 





bo 
bo 


Bemerkung zu der Arbeit von J. Marek, 0. Wellmann 
und L. Urbanyi: ,,Chemischer Aufbau der Knochensalze 
bei gesunden und bei rachitischen Tieren“?), 


Von 


R. Klement. 


(Aus der Anorganischen Abteilung des Chemischen Instituts der Universitit Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1934.) 


J. Marek, O. Wellmann und L, Urbanyi kommen in der oben ge- 
nannten Arbeit zu dem SchluBb, daf die anorganischen Knochensalze eine 
Mischung von Tricalciumphosphat und Calciumearbonat darstellen. Dieser 
SchluB steht im Gegensatz zu den Ergebnissen meiner Arbeiten sowic 
denen anderer Verfasser iiber denselben Gegenstand. Die Verff. fihren 
zwar meine ilteste Arbeit’) iiber die anorganische Knochensubstanz an, 
diese aber z. T. in falscher Auffassung. Ich habe in dieser Arbeit meine 
Untersuchungen nimlich nicht an entfetteten Knochen angestellt, 
sondern an dem daraus durch das Verfahren yon S. Gabriel‘) gewonnenen 
rein anorganischen Salzriickstand. Das Gabrielsche Verfahren 
(Kochen des Knochens mit Glycerin und Kalilauge) ist nach der Meinung 
der Verff. ungeeignet, weil das angeblich im Knochen urspriinglich vor- 
handene Tricalciumphosphat hierdurch in basisches Calciumphosphat 
3 Ca,(PO,). + Ca(OH), iibergefiihrt werde, das nach meiner Untersuchung?) 
der Hauptbestandteil des Knochens ist. In dieser Arbeit habe ich aber 
gerade gezeigt, daB in dem Verhiltnis der anorganischen Bestandteile des 
Knochens keine Verinderung eintritt, wenn der Knochen nach S. Gabrie! 
behandelt wird. Hitten die Verff. ferner das neuere Schrifttum beriick- 
sichtigt, so hitten sie diesen Einwand unméglich machen kénnen. 

R. Klement und G.Trémel*) haben auf Grund réntgenogra- 
phischer Untersuchungen zusammen mit analytischen Feststellungen ein- 
wandfrei nachgewiesen, da8B dieses basische Calciumphosphat, das wegen 
seiner Verwandtschaft zu den Apatiten Hydroxylapatit®) genannt wird, in 
der Tat der Hauptbestandteil der anorganischen Knochensubstanz ist. 
Ferner hat M. A. Bredig®) ebenfalls auf réntgenographischem Wege zeigen 





) Diese Z. 226, 3 (1934). 

*) R. Klement, Diese Z. 184, 132 (1929). 

5) Diese Z. 18, 281 (1894). 

*) Diese Z. 213, 263 (1932). 

*) Die Formel des Hydroxylapatits wird vorteilhaft Ca,.(PO,).(OH). 
geschrieben. 

®) Diese Z. 216, 239 (1933). 
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kénnen, daB der Carbonatapatit Ca,,(PO,),CO, bestimmt nicht in der 


_ Knochensubstanz vorhanden ist, sondern er hat nochmals eindeutig be- 
_wiesen, daB allein der Hydroxylapatit der Hauptbestandteil ist. Nach 
dem heutigen Stande der Wissenschaft ist niimlich das réntgenographische 


Verfahren das unbedingt einwandfreieste zur Ermittlung der Zusammen- 


- setzung eines Naturstoffes, wie ihn die anorganische Knochensubstanz dar- 


stellt. Der Satz: ,,Die hinsichtlich des Vorkommens eines basischen Phos- 
phatgehaltes in den Knochen gemachten Feststellungen stiitzen sich blo8 
auf theoretische Erwigungen und hauptsiichlich auf falsch angewandte 
Untersuchungsmethodik“ (S. 15) trifft daher vielmehr auf die Arbeit der 
Verff. selbst zu, denn sie stiitzen sich in der Hauptsache auf theoretische 
Erwigungen und falsch angewandte Untersuchungsmethodik. Die Verff. 
werden zwar einwenden, da8 die obigen réntgenographischen Untersuchungs- 
ergebnisse ebenfalls an den nach dem Gabrielschen Verfahren dar- 
gestellten Knochensalzen gewonnen worden sind. Hierzu ist folgendes zu 
sagen. Aus den Arbeiten verschiedener Verfasser, insbesondere von 
Rk. Klement’), R. Klement und G. Trémel‘), G. Trémel'), G. Trémel 
und H. Méller’), A.Schleede, W.Schmidt und H.Kindt*) geht 
hervor, daB sich in wiBrigem Medium unter keinen Bedingungen 
reines Tricalciumphosphat darstellen 1i8t und daB aus dem SchmelzfluB 
gewonnenes reines Tricalciumphosphat in wiiBrigen Medien stets in 
Hydroxylapatit iibergeht. Die Ablagerung der Knochensalze im Koérper 
vollzieht sich aber in wiBriger Fliissigkeit, und daher diirfte es unter Be- 
riicksichtigung der eben genannten zahlreichen Arbeiten tiber jeden 
Zweifel erhaben sein, daB auch im KG6rper sich kein Tricalciumphosphat, 
sondern nur Hydroxylapatit bilden kann. Da8 dem so ist, wird aber auch 
bewiesen in einer Arbeit von H. Méller und G. Trémel"!) iiber den Auf- 
bau der anorganischen Zahnsubstanz. Diese Verff. stellen fest, da8 Zahn- 
schmelz, der lediglich gepulvert worden ist (und der nach einer noch un- 
veréffentlichten Untersuchung von mir nur sehr wenig organische Substanz 
enthilt) durch das réntgenographische Verfahren sich als Hydroxylapatit 
erwiesen hat. 

Aus den Berechnungen von J. Marek, O. Wellmann und L. Urbanyi 
(Tabelle II) geht hervor, daB die Verff. den gesamten CO,-Gehalt des 
Knochens auf CaCO, umrechnen. Den Phosphor verteilen sie auf den 
Rest des Calciums und auf Magnesium. Es bleiben also keine Anionen 
mehr fiir Natrium und Kalium iibrig, iiber die die Verff. allerdings auch 
keine Analysenzahlen angeben. Ich méchte daher die Verff. fragen, in 
welcher Bindungsform sie die Alkalien in der Knochensubstanz annehmen. 
Denn unter Beriicksichtigung der Alkalien ergibt sich in der Knochen- 
substanz ein BaseniiberschuB, den schon S. Gabriel) festgestellt hat, und 
der auch analytisch nur dadurch erklirt werden kann, daB eben Hydr- 


_ oxylapatit vorhanden ist. 


”) Diese Z. 196, 140 (1931). 

8) Z. physik. Chem. Abt. A 158, 422 (1932). 
*) Z. anorg. u. allg. Chem. 206, 227 (1932). 
10) Z. Elektrochem. 38, 633 (1932). 

11) Naturw. 21, 346 (1933). 
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Nach dem Gesagten halte ich also daran fest, da8 der Haupt- 
bestandteil der anorganischen Knochensubstanz der Hydroxyl- 
apatit Ca,,(PO,)(OH), ist. Unter Beriicksichtigung dieser Erkenntnis sind 
die Ergebnisse der Untersuchung von J. Marek, O. Wellmann und 
L. UrbaAnyi iiber den Einflu8 der Fiitterung auf die Zusammensetzung 
des Knochens auszuwerten. 





Erwiderung 
auf die Bemerkungen R. Klements zu unserer Arbeit 
»Chemischer Aufbau der Knochensalze bei gesunden 
und bei rachitischen Tieren“ im Bd. 226, 3 (1934). 
Von 
J. Marek, 0. Wellmann und L. Urbanyi. 


In unserer kurz gefaBten Erwiderung wollen wir vorwegnehmen, dai 
infolge der ungiinstigen wirtschaftlichen Lage uns das auslindische Schrift- 
tum oft sehr verspitet und teilweise nur im Auszug zu Hinden komnt, 
uns daher die réntgenospektroskopischen Untersuchungen von Klement 
und anderen erst nach der Abgabe der Schriftvorlage unserer Arbeit be- 
kannt geworden sind. In unserer Mitteilung wiesen wir auf die einander 
widersprechenden Ergebnisse der Réntgenspektroskopie hin, indem mit 
diesem Verfahren nicht nur Hydroxylapatit, sondern auch Carbonatapatit 
und sogar Tricalciumphosphat von verschiedenen Seiten nachgewiesen 
worden ist. Dementsprechend und auch weil man auf die chemische Zu- 
sammensetzung der Knochen nur auf Grund eines im Naturzustande unter- 
suchten Ausgangsmaterials bindende Schliisse zu ziehen berechtigt ist, 
erachten wir unsere Auffassung auch weiterhin als begriindet. 

Unsere theoretischen Erwigungen stiitzen sich nicht auf Reagenzglas- 
versuche, da unserem Dafiirhalten nach die Ergriindung der chemischen 
Zusammensetzung der Knochen nicht ein rein chemisches, sondern ein 
biochemisches Problem darstellt. 

Der durch die Apatit-Hypothese geforderte gleichbleibende Basen- 
iiberschu8 kann auch schon deshalb nicht zu Recht bestehen, weil er je 
nach Alter und Ernaéhrung namhafte Unterschiede darbietet. 

Die Alkalien diirften auch schon deshalb nicht an Kohlensiure ge- 
bunden im Knochen vorhanden sein, weil sie durch heiBes Glycerin, das 
fiir sie ein gutes Lésungsmittel ist, nicht herausgelést werden und weil 
die alkalireicheren jungen Knochen weniger Kohlensiure enthalten als die 
alkaliirmeren Knochen erwachsener Tiere. Die Alkalien diirften als un- 
lésliche Alkali-Kalkphosphate im Knochen zugegen sein. 

Zur sachlichen Begriindung unserer theoretischen Erwigungen sind 
weitere Untersuchungen im Gange. 
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Uber den Cholin- bzw. Acetylcholingehalt 
der menschlichen Placenta. 
Von 
} Erich Strack, Heinrich Geissendérfer und Ernst Neubaur. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1934.) 


: In einer Arbeit iiber das Vorkommen von freiem Cholin*) 
dag — in der Leber haben wir gezeigt, daB der Gehalt eines lebenden 
rift’ | Organs daran viel kleiner sein kann, als aus friiheren Unter- 
* suchungen geschlossen wurde}), Denn die Leber macht nach 
- Unterbrechung der Blutzufuhr aus ihren Cholinestern, Phos- 
© phatiden oder ahnlichen Stoffen sehr schnell erhebliche Mengen 
an Cholin frei. Im physiologischen Normalzustand enthilt sie 
 kaum freies Cholin. Besonders bedeutungsvoll ist natiirlich ein 
- solches Verhalten bei den Geweben, denen man auf Grund ihres 
_ angeblich groBen Gehaltes an freiem Cholin bzw. Acetylcholin 
’ eine Rolle in humoralen Regulationsvorgiingen zugeschrieben hat. 
’ Dies trifft fiir die Placenta zu. Ihr Cholin soll die Wehen aus- 
q ) lésen®), Um dariiber etwas aussagen zu kénnen, muB man den 
mn _ Cholinstoffwechsel und vor allem erst einmal den wahren Gehalt 

; des Placentargewebes an wirksamem, freiem Cholin in den ver- 

' schiedenen Zeitabschnitten der Geburt kennen. Untersuchungen 
sind dariiber schon friiher 6fters gemacht worden, doch sind deren 
I ince gréBtenteils deshalb nicht zu verwerten, weil die oben 
erwibnte Entstehung von Cholin nicht beachtet worden ist, und 
teilweise auch, weil die Bestimmungsverfahren ungeeignet waren. 
Wir kommen nunmehr auf Grund unserer neuen Erkenntnisse 
auch bei der Placenta zu einer anderen Auffassung ihres Cholin- 











*) Unter ,,freiem Cholin“ verstehen wir das ionogen vorhandene oder 
in ganz labiler Verbindung nichtveresterte Cholin, einschlieBlich dem frei- 
gelésten Acetylcholin, das bei unserem Verfahren in Cholin umgewandelt wird. 

1) Diese Z. 220, 217 (1933). 

*) Sievers, Z. Biol. 87, 324 (1928). 
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gehaltes als bisher. Hierdurch erscheint zugleich ihre Beteiligung 
an den Wehen in einem anderen Licht. 

Bei unserem Verfahren zur Aufarbeitung wird vor allem das 
Gewebe sehr rasch zerkleinert und durch Kochen fixiert, um zu 
verhindern, daB freies Cholin nachgebildet wird. Dann dampfen 
wir den wibrigen Extrakt ein, entziehen das Cholin mit Alkohol, 
fallen es mit Sublimat und stellen es iiber das Chlorhydrat als 
Goldsalz dar. Hierbei fanden wir nun, da spontan geborene 
Placenten etwa 130 mg Cholinchlorid im Kilo Frischgewebe ent- 
hielten, wihrend es in solchen, die 5 Stunden bei 37° gelagert 
hatten, auf 215 mg vermehrt war. Desgleichen wurde wie bei 
der Leber auch in Placenten, die mit Alkohol anstatt durch 
Kochen fixiert wurden, Cholin zusitzlich frei gemacht. Wir haben 
hierbei Mengen von etwa 190 mg gefunden. Friiher schon sind 
ihnlich hohe Werte mit gleicher Fixierung sowohl in spontan 
geborenen als auch in durch Kaiserschnitt erhaltenen Placenten 
ermittelt worden’). Ihr tatsichlicher Gehalt besonders bei den 
Kaiserschnittplacenten ist aber viel niedriger. Daher treffen auch 
die Riickschliisse fiir die Bedeutung des Cholins in bezug auf 
Wehen nicht zu. 

In der Placenta entsteht also, wenn sie auferhalb des Kérpers 
gehalten wird, freies Cholin. Wir vermuteten daher, daB in ihr 
diese Neubildung schon eintritt, wihrend sie noch im Uterus 
liegt, zumindest nachdem die Blutzirkulation unterbrochen war. 
Denn auch Lebergewebe macht gerade in der ersten Zeit nach 
Unterbrechung der Blutzufuhr in verstiirktem MaBe Cholin frei. 
Der verhiltnismiBig hohe Gehalt spontangeborener Placenten 
kiime dann im wesentlichen daher, weil diese bei der normal 
verlaufenen Geburt noch etwa 20—30 Minuten nach der Ab- 
nabelung im Uterus verblieben waren. Wir sorgten daher durch 
Hypophysingaben dafiir, daB die Placenta schon nach 1—2 Minuten 
ausgestoBen wurde. In der Tat war ihr Gehalt an freiem Cholin 
jetzt bedeutend niedriger und betrug mit durchschnittlich etwa 
60 mg Cholinchlorid im Kilo Gewebe nicht einmal mehr die Hilfte 
von dem der spontan geborenen. Von dieser immerhin noch 
betrichtlichen Menge kann nun ein Teil wihrend des unvermeid- 
lichen Zeitverlustes bis zum Aufkochen entstanden sein. Wir 
glauben aber, daB der gréBere Teil davon schon im normal 
durchbluteten Organ vorhanden gewesen ist. In gewissem Grade 


8) Wrede, Strack u. Bornhofen, Diese Z. 183, 23 (1929). 
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ist er wohl dadurch entstanden, daB der Zellhaushalt der Pla- 
centa durch die unmittelbaren Einwirkungen der Geburt gestért 
worden ist. Die unten angegebenen Werte in Kaiserschnitt- 
placenten sprechen jedenfalls dafiir, ebenso die Angaben Kott- 
lors‘) (s. u.). 

Gleich nach der Geburt des Kindes, nachdem also die starken 
Austreibungswehen beendet sind, ist freies Cholin nur verhiltnis- 
miBig wenig vorhanden, nimmt aber dann erheblich zu. Es liegt 
daher nahe, als Ursache dafiir anzunehmen, daf wiihrend dieser 
Wehen Cholin abgegeben worden ist. Eine derartige Annahme 
machte auch Sievers’) auf Grund seiner Bestimmungen. Es 
soll nach ihm gegen Ende der Schwangerschaft aktives Cholin 
in der Placenta gestapelt werden, um damit die Wehen aus- 
zulésen und zu unterhalten. Diese Anschauung ist aus anderen, 
insbesondere mechanischen Griinden, abgelehnt worden’). Kott- 
lors*) fand sogar widersprechend in Kaiserschnittplacenten, die 
unter starken Wehen gestanden hatten, mehr Cholin als in solchen, 
bei denen noch keine vorhanden gewesen waren. Immerhin sind 
jedoch die auBeren Bedingungen — Lage, Druckverhiltnisse usw. — 
fir die Einwirkung des Placentarcholins auf den Uterus un- 
cemein giinstig, und die Tatsache, daB schwangerer Uterus cholin- 
frei wird), bekraftigt eine mégliche Einwirkung insofern, als die 
Potentialgifte Cholin und Acetylcholin um so stirker wirken, je 
créBer ihr Gefalle nach dem Erfolgsorgan hin ist. Hinzu kommt 
die erhéhte Empfindlichkeit des Uterus im schwangeren Zustand 
gegen diese Basen, und ihre besondere Verteilung im Placentar- 
gewebe (s. u.). Es spricht also so vieles fiir die Mitwirkung des 
Cholins an dem Geburtsvorgang, daB weitere Untersuchungen in 
dieser Richtung lohnend und aufschluBreich werden. 


Trifft die Sieverssche Anschauung zu, so miiBten Placenten 
kurz vor Eintritt der Wehen einen hohen Gehalt aufweisen, die 
Hypophysinplacenten den niedrigsten im Verlaufe der ganzen 
Geburt haben. Wir untersuchten deshalb Kaiserschnittplacenten, 
die unter nur sehr schwachen Wehen gestanden hatten. Drei 
Placenten, von denen zwei gemeinsam verarbeitet wurden, ent- 
hielten 34 bzw. 47 mg Cholinchlorid im Kilo. Also weniger als 
die Hypophysinplacenten; und wenn man die Placenta mit Leber 
vergleicht, mit der sie sich bisher analog verhielt, so wirde sie vor 


*) Zbl. f. Gynik. 47, 2987 (1929). 
*) Strack u. Loeschke, Diese Z. 194, 269 (1931). 
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Geburtsbeginn noch weniger Cholin enthalten miissen, als diesen 
beiden Werten entspricht. Auf Grund dieser Befunde mu8 man 
annehmen, daB Cholin nicht gestapelt und nicht bereitgestellt 
worden ist, womit gleichzeitig unwahrscheinlich wird, daB es die 
Wehen in Gang bringt. Die Sieverssche Stapelungstheorie be- 
steht also nicht zu Recht. Geklirt ist aber noch nicht der 
zweite und wesentlichere Teil seiner Vorstellung, ob Cholin 
wihrend der Geburtswehen abgegeben wird. Denn eine auf lin- 
gere Zeit verteilte standige Abgabe kann durch eine nebenher- 
gehende Neubildung, wie sie nach der Abnabelung ja deutlich 
hervortritt, ausgeglichen werden. Dadurch wiirden auch die gegen- 
teiligen Befunde Kottlors nicht mehr beweisend sein. 

Die abgegebenen Cholinmengen zu bestimmen, auf die es 
hier entscheidend ankommt, ist nicht méglich. Man kann die 
Abgabe jedoch an der Abnahme der Cholinmutterstoffe ermitteln. 
Dazu ist es von groBem Vorteil fiir die quantitativen Unter- 
suchungen, festzustellen, welche cholinhaltigen Stoffe vorkommen, 
und ob aus einem bestimmten das Cholin frei gemacht wird. 
Zwei Kaiserschnittplacenten, bei denen nur wenige Wehen vor- 
handen gewesen waren, wurden wie iiblich verarbeitet, die ge- 
reinigten Extrakte aber bei der Goldfillung hydrolysiert. Wir 
erhielten dabei — unterschiedlich zu den oben aufgearbeiteten — 
140 mg bzw. 199 mg Cholinchlorid im Kilo. Die Extrakte ent- 
halten also Cholin in ebenso groBer Menge, wie sie in spi&teren 
Stadien der Geburt als frei gefunden wird, jedoch gréBtenteils 
in fester Bindung; ‘hnlich verhalten sich die Extrakte aus Hypo- 
physinplacenten. In diesem cholinhaltigen Stoff kommt Cholin: 
Phosphor = 1:1 vor. Wir haben den Stoff jedoch bisher nicht 
rein und nicht quantitativ darstellen kénnen. Deshalb kénnen 
wir nicht sagen, ob er mit dem wasserléslichen Stoff (Sphingo- 
myelin?®) aus der Leber iibereinstimmt. Er verhalt sich jedenfalls 
gleichartig. Das in der Placenta gefundene, nachgebildete freie 
Cholin scheint von ihm zu stammen, denn er ist in den Extrakten 
aus der Kaiserschnitt- und Hypophysinplacenta in gréBerer Menge 
vorhanden, als in den spontan geborenen, die dafiir an seiner 
Stelle mehr freies Cholin enthalten. Lecithin kann ausgeschlossen 
werden, denn es lést sich nicht in der erforderlichen Menge in 
2—3 ccm Wasser. Ejinen weiteren Stoff, der Cholin noch leichter 


®) Frinkel, Bielschowsky u. Thanonhauser, Diese Z. 
218, 1 (1933). 
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abspaltet, haben wir bisher nicht finden kénnen. Hierzu sammeln 
wir jedoch neues und umfangreicheres Material. 

In den letzten Jahren wurde in einer Reihe von Unter- 
suchungen dargetan, daB im Gewebe Acetylcholin nachgewiesen 
werden kann, wenn man bestimmte Bedingungen innehilt. Bischoff, 
Grab und Kapfhammer’) gelang es mit ihrer Darstellungs- 
weise so groBe Mengen davon zu erhalten, daB man annehmen 
muB, daB der gréBte Teil dessen, was bisher als freies Cholin 
bezeichnet worden ist, als Acetylcholin vorliegt. Besonders weit- 
gehend trifft dies fiir die Placenta zu, in der sie einen Gehalt 
von 220 mg im Kilo ermittelten. Wie weit diese Menge tatsich- 
lich im lebenden Gewebe vorgebildet ist, werden wir unten er- 
drtern. Die Befunde dieser Forscher sind spiiter von Haupt- 
stein’) bestitigt worden. Und kiirzlich wiesen Chang und Wong’) 
bei biologischen Priifungen etwa 45 mg Acetylcholin im Kilo 
reifer Placenten nach. Die chinesischen Forscher fanden be- 
merkenswerterweise das gesamte Acetylcholin in den Villi ab- 
gelagert; wieder ein Hinweis dafiir, daB das Placentarcholin sehr 
leicht zum Uterus gelangen und ihn beeinflussen kénnte. Das 
Vorkommen des iuferst starken Reizstoffes fiir glatte Muskulatur 
ist nun fiir die physiologische Wirkungsméglichkeit der Placenta 
von gréBter Bedeutung. Wir haben diese wichtige Frage bei 
unseren jetzigen Untersuchungen nicht beriicksichtigen kénnen, 
weil wir vor allem die wahre Menge der im Gewebe vorhandenen 
freien Base chemisch bestimmen wollten, und beide Gesichts- 
punkte sich aus folgenden Griinden nicht vereinigen lieBen: 
Kinmal wird durch unser Verfahren Acetylcholin zerlegt und in 
Cholin iibergefiihrt. Zweitens ist, wie wir oben darlegten, die 
Fixierung mit Alkohol, wie sie Bischoff, Grab und Kapf- 
hammer verwendeten, fiir unsere Vergleiche ungeeignet. AuBer- 
dem fanden wir nach ihrem Verfahren Acetylcholin nur unregel- 
miBig und bedeutend weniger als sie. — Vor etwa 3 Jahren hatten 
wir auf Anregung von Professor Kapfhammer nach seinem 
Verfahren in der Placenta Acetylcholin bestimmt. Die biologischen 
Priifungen, die teils am Blutdruck von Katzen, teils am Kaninchen- 
darm durchgefiihrt wurden, ergaben Ausschlige entsprechend 
9—25 mg im Kilo. Chemisch haben wir Acetylcholin dagegen 
nicht einwandfrei feststellen kénnen, obgleich wir in Testversuchen 





”) Diese Z. 207, 72 (1932). 8) Arch. Gynik. 151, 262 (1932), 
*) Chines. J. of Physiology 7, 181 (1933). 





80 Erich Strack, Heinrich Geissendérfer und Ernst Neubaur, 


das der Placenta zugesetzte Acetylcholin stets wiedergefunden 
haben. Wodurch diese Unterschiede bedingt sind, wollen wir 
hier nicht weiter erértern, da die ausgedehnten Versuche kein 
eindeutiges Ergebnis hatten. Trotzdem halten wir es wohl fiir 
méglich, daB alles von uns ermittelte Cholin iiber Acetylcholin 
entstanden ist. Von Bedeutung ist hierbei jedoch folgende Uber- 
legung: Auch vom Acetylcholin ist der erheblichste Teil erst 
entstanden, nachdem die Blutzufuhr schon unterbrochen war. 
Denn frischverarbeitete Hypophysinplacenta enthilt, aus dem von 
uns gefundenen Cholin auf Acetylcholin umgerechnet, etwa 80 mg, 
nach dem Konservieren mit Alkohol aber 220 mg. Dies ist der 
gleiche Wert, den Bischoff, Grab und Kapfhammer angeben. 
Dieser Zuwachs an Acetylcholin muff fest gebunden gewesen 
sein, anderenfalls hatten wir ihn schon in den Hypophysinplacenten 
als freies Cholin mit erfassen miissen. Nun sind Stoffe, die Acetyl- 
cholin fest gebunden enthalten, weder bekannt, noch ist bei ihm 
eine esterartige, feste Bindung méglich. Es ist also das Acetyl- 
cholin wahrscheinlich aus solchem Cholin entstanden, das ihnlich 
wie in den Phosphatiden gebunden ist. Um das Cholin daraus 
gleich in die stark wirksame, aber sehr labile und im Kérper 
kurzlebige Acetylform zu bringen, scheint der einfachste Weg die 
Umesterung aus solchen Stoffen zu sein. 

Uberblicken wir unsere bisherigen Untersuchungen, so geht 
daraus hervor, daB in der Placenta bis zur Geburt des Kindes 
nur ein geringer Cholingehalt vorhanden ist, der aber nach der 
Unterbrechung der Blutzufuhr erheblich vermehrt wird. Die Neu- 
bildung geschieht sicher um so kriftiger, je linger die Placenta 
im Uterus mit seinen fiir eine Fermentwirkung giinstigen Be- 
dingungen liegen bleibt. So fanden wir bei einer Placenta, die 
erst 1°/, Stunden nach der Abnabelung ausgestoBen wurde, 282 mg 
Cholinchlorid im Kilo. Selbst, wenn das freie Cholin bzw. Acety]l- 
cholin fiir die eigentlichen Geburtswehen bedeutunglos sein sollte, 
so kann die Anreicherung im Placentargewebe bei langerem Liegen 
im Uterus doch wehenausliésend wirken. Erleichtert wird dies 
dadurch, daB gleichzeitig durch das Absterben der Zellen ihre 
Struktur veriindert wird und sie damit durchlissiger werden. 
Dazu kommt, daB durch die verinderten Druckverhiiltnisse im 
Uterus nach dem AbflieBen des Fruchtwassers und besonders 
nach der Austreibung des Feten die Placenta selbst ausgepreBt 
werden kann. Daher ist es gut méglich, daf das Placentarcholin 
bzw. Acetylcholin die Nachgeburtswehen ausliést oder verstirkt. — 
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Das Cholin bzw. Acetylcholin wird nun besonders stark in den 
Fallen frei werden, in denen die Frucht abstirbt und das Gewebe 
sich zersetzt. So wird, ohne daB die iibrigen physiologischen 
hormonalen Einrichtungen eingreifen, die erst am Ende der normal 
verlaufenden Schwangerschaft vorbereitet sind, das Cholin Wehen 
auslésen (Aborte). Damit hatte das freie Cholin bzw. Acety]- 
cholin der Placenta doch eine Bedeutung als lokal gebildetes und 
lokal eingreifendes Hormon, aber in anderem Sinne als man 
bisher annahm. 


Versuche. 


Cholinbestimmung: [Die Einzelheiten sind diese Z. 220, 221 (1933) 
genau beschrieben.] Das Gewebe wird zerkleinert, in doppelter Gewichts- 
menge Wasser gekocht und abgepreBt. Das Filtrat wird im Vakuum auf 
50 cem eingedampft, in Alkohol gegossen, dekantiert und Riickstand und 
Niederschlag noch zweimal mit Alkohol ausgekocht. Das Filtrat wird im 
Vakuum zur Trockene gebracht, in absolutem Alkohol aufgenommen, mit 
HgCl, gefillt und kalt gestellt. Der Niederschlag wird abfiltriert, nach- 
gewaschen und dreimal mit 50 ccm Wasser ausgekocht. — Verarbeitung I 
(isauer): Das wibrige Filtrat wird mit H,S zerlegt, das HgS abfiltriert, die 
Fliissigkeit im Vakuum eingedampft, mit etwa 4 cem Wasser vollstiindig in 
ein Schilchen gespiilt, mit saurem Goldchlorid gefiillt, 20 Minuten kaltgestellt, 
abgesaugt und umkrystallisiert (Fraktion 1). Die Mutterlaugen werden im 
Exsiceator auf 1 ccm eingedunstet, abgesaugt und umkrystallisiert (Fraktion 2). 
Verarbeitung II (neutral): Das wiBrige Filtrat des Quecksilbernieder- 
schlages wird kalt mit H,S zerlegt und das HgS abfiltriert. Durch das 
kalte, noch salzsaure Filtrat wird 10 Minuten lang ein kriiftiger Luftstrom 
gesaugt, dann mit NaOH bis zur lackmussauren Reaktion abgestumpft, im 
Vakuum zur Trockne gedampft und 3 mal mit etwa 50 cem absolutem 
Alkohol ausgekocht. Dieser wird im Vakuum verdampft, der Riickstand in 
Wasser aufgenommen, im Exsiccator bis auf 1 cem eingedunstet und eiskalt 
mit neutralisiertem Goldchlorid versetzt. Der Niederschlag wird abgesaugt, 
aus wenig Wasser umkrystallisiert, kalt mit einigen Tropfen saurer Gold- 
chloridlésung versetzt und abgesaugt (Fraktion 1). Die vereinigten neutra- 
lisierten Mutterlaugen werden im Exsiccator eingedunstet, kalt mit 1 ccm 
Wasser verriihrt, eben kongosauer gemacht und filtriert. Der Niederschlag 
wird aus 1—2 ccm Wasser umkrystallisiert, dazu eiskalt 3 Tropfen saures 
Goldchlorid gegeben und nach 30 Minuten in der Kite abgesaugt (Fraktion 2). 
— Zum Teil werden die Schmieren samt Mutterlaugen auf dem Wasserbad 
mehrere Stunden mit Salzsiiure hydrolysiert, eingedampft, kalt mit 1 ccm 
Wasser verriihrt, abgesaugt und der Niederschlag aus 2 ccm Wasser um- 
krystallisiert.— Von den erhaltenen Goldsalzen geben wir den Schmelzpunkt 
und eine der Goldbestimmungen der Fraktion 1 als Kriterium an. Die 
Fraktion 2, die meist etwa 10—20°/, von 1 betrug, haben wir zur Gesamt- 
menge zugeschlagen. Wir geben ihre Analyse nicht gesondert an. Bei 
kleinen Mengen, die nicht ganz rein waren, haben wir auf eine weitere 
Reinigung verzichtet. Wie wir friiher zeigten'), verliert man bei der Gold- 
fiillung unter unseren Bedingungen auch von reinem Cholin etwa 12—15 mg 
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Goldsalz. Wir haben diesen Verlust in unseren Werten nicht beriicksichtigt 
und keinerlei Korrekturen vorgenommen. 

Das Placentargewebe stammt, wenn nichts anderes bemerkt ist, von 
gesunden Schwangeren mit normal verlaufener Geburt. Die in den Ta- 
bellen angegebenen Zeiten sind von der Abnabelung bis zum Eintragen in 
das kochende Wasser gerechnet. 1. Die spontan geborenen Placenten 
wurden etwa 20—80 Minuten nach der Abnabelung ausgestoBen. Sie werden 
sofort von den Eihiuten und Nabelschnur befreit, gewogen, zerkleinert und 
gekocht. Die Zeit zwischen AusstoBen und Kochen betrigt etwa 5—6 Mi- 
nuten. 2. Die Hypophysinplacenten wurden 1—2 Minuten nach Abnabelung 
ausgestoBen und wie unter 1 verarbeitet. 3. Die in Alkohol fixierten Pla- 
centen waren spontan geboren. Sie werden sofort nach der Geburt von 
den Eihiuten befreit, gewogen und im ganzen Stiick in die doppelte Ge- 
wichtsmenge 96°/,igem Alkohol eingelegt. Am folgenden Tag werden sie 
weiter verarbeitet. Nach einiger Zeit, wenn das Gewebe vom Alkohol durch- 
drungen ist, findet keine weitere Neubildung von Cholin mehr statt, so dal 
eine spiitere Verarbeitung ohne EinfluB ist. 4. Ein Teil der spontan ge- 
borenen Placenten bleibt nach Entfernung der Eihiute 5 Stunden bei 37° 
im Brutschrank liegen. Dann werden sie zerkleinert und gekocht. Anti- 
septisch wirkende Stoffe haben wir nicht zugesetzt. 5. Die Kaiserschnitt- 
placenten werden sofort nach der manuellen Lésung von den Eihiduten be- 
freit, gewogen, zerkleinert und gekocht. 


Tabelle 1. 


(Spontan geborene Placenten.) 

















Nr Gewicht Zeit Goldsalz | Schmelzp.| Analyse | Cholinchlorid 
anit in g in Min. | in mg unkorr. o/, Au mg pro kg 
1 420 30 153 247 44,23 114 
2 130 42 190 252 44,19 139 
8 460 35 212 254 44.45 145 
4 470 45 191 259 44,38 128 
5 480 35 195 255 44,35 128 
6 301 20 110 252 44,39 115 
7 497 20 229 251 44,38 140 
+8 885 30 287 247 44,45 102 
9 360 29 177 252 44,38 155 
10 313 25 153 252 44,33 154 
11 350 115 313 250 44,25 282 




















Die Werte der Placenten 1—5 sind nach Verarbeitung I (sauer), 
6—10 nach Verarbeitung II (neutral) erhalten worden. Die Placenta 11 
wurde nach I verarbeitet. Sie war jedoch erst 1%/, Stunden nach der Ab- 
nabelung ausgestoBen worden; deshalb ist ihr hoher Gehalt erklarlich. 
Sie ist im Durchschnitt nicht mit eingerechnet. 


Spontan geborene Placenten enthalten durchschnittlich 132 mg 
Cholinchlorid im Kilo Frischgewebe. 


+ Zwei Placenten gemeinsam verarbeitet. 
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Tabelle 2. 
(Placenten in Alkohol konserviert.) 

. Gewicht Goldsalz | Schmelzp. | Analyse | Cholinchlorid 
Nr. in g in mg unkorr. °/, Au mg pro kg 
+12 1120 631 249 44,31 177 
+13 875 515 251 44,43 185 
+14 680 335 250 44,20 156 
+15 680 396 254 44,49 183 

16 360 215 250 44,24 188 

17 380 295 252 44,39 244 
+18 910 608 250 44,47 211 

19 500 260 257 44,39 164 

20 500 401 258 44,44 252 

21 430 195 252 44,39 143 

22 510 307 247 44,37 190 

















Die spontan geborenen Placenten wurden sofort nach der Geburt in 


Alkohol gelegt und verblieben darin 24 Stunden. 


nach I, 21—22 nach II verarbeitet. 


Mit Alkohol konservierte Placenten enthalten durchschnitt- 
lich 190 mg Cholinchlorid im Kilogramm Frischgewebe. 


Tabelle 3. 


(Placenten bei 37° aufbewahrt.) 


Placenta 12—20 sind 





Nr. 


23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 








Gewicht 





Goldsalz 











Schmelzp. | Analyse Cholinchlorid 
unkorr. %/, Au mg pro kg 
251 44,36 208 
242 44,89 201 
251 44.59 191 
245 44.43 272 
253 44,36 187 
251 44,34 217 
248 44,37 197 
250 44,45 242 











Die spontan geborenen Placenten wurden anschlieBend noch 5 Stunden 
im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. Verarbeitung I. 


Im Brutschrank aufbewahrte Placenten enthalten durch- 
schnittlich 214 mg Cholinchlorid im Kilogramm Frischgewebe. 


Die Placenten (Tab. 4) wurden nach normal verlaufener Geburt des Kindes 
auf intravenése Injektion von 0,8 cem Hypophysin gleich nach der Ab- 


nabelung ausgestoBen. 


Die Placenten 31—35 sind nach I, die Placenten 


36—40 nach II aufgearbeitet. Verarbeitung I ergab einen etwas hédheren 
Wert als II, trotzdem méglichst schonend gearbeitet worden war (Hydro- 


lyse). Placenta 36—40 sind daher maBgebend. 





+ Zwei Placenten gemeinsam verarbeitet. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, COX XIX, 
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Tabelle 4. 
(Hypophysinplacenten.) 
N Gewicht Zeit | Goldsalz | Schmelzp. 
_ in g in Min. | in mg | unkorr. 
31 500 6 190 251 
32 450 6 104 250 
+33 1020 7 378 243 
34 505 7 157 259 
35 600 7 191 252 


Durchschnittlich 100 mg Cholinchlorid im Kilogramm 


36 
37 
38 
39 
40 


Durchsehnittlich 59 mg Cholinchlorid 








469 
349 
362 
505 
412 








8 33 
8 57 
8 88 
12 137 
9 76 











244 
247 
254 


259 





256 




















Analyse | Cholinchlorid 
%/, Au mg pro kg 
44,34 120 
44,35 73 
44,10 117 
44,29 90 
44,44 100 

Frischgewebe. 
44,39 22 
44,43 52 
44,31 76 
44,48 85 
44,46 98 


im Kilogramm Frischgewebe. 


Auf Hypophysin gewonnene Placenten enthalten durchschnitt- 
lich 59 mg Cholinchlorid im Kilogramm Frischgewebe. 


Tabelle 5. 


(Kaiserschnittplacenten.) 





44 














Gewicht Goldsalz Schmelzp. Analyse 
in g in mg unkorr. °/, Au 
880 95 250 44,24 
440 65 250 44,38 

Frakt. I 129 258 44,39 
» I 48 253 44,36 
wen OE 258 44,43 
550 Gesamt 244 — — 
Frakt. I 173 258 44,25 
= Il 36 249 44,23 
. «i am 260 44,37 
380 Gesamt 240 — — 














Cholinchlorid 
mg pro kg 


140 
60 


199 


Placenta 41 ist nach Verarbeitung I und 42 nach HI, Placenta 43 und 
44 nach I aufgearbeitet. Die beiden letzten wurden dabei mehrmals mit 
Salzsiiure versetzt und im Exsiccator zur Trockne gebracht. Die nach jedem 
Eindunsten erhaltene Fraktion ist angegeben. 


Durch Kaiserschnitt gewonnene Placenten enthalten durch- 
schnittlich 40 mg Cholinchlorid im Kilo Frischgewebe. 


In der Tab. 6 geben wir die Acetylcholinwerte an, die bei der bio- 


logischen Priifung am Blutdruck von Katzen erhalten wurden. 





Zwei Placenten gemeinsam verarbeitet. 


Die Ver- 
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arbeitung und die Priifungen wurden in der gleichen Weise durchgefiihrt, 
wie bei Bischoff, Grab und Kapfhammer”). 


Tabelle 6. 


























: Gewicht Acetylcholin in m 

Nr. in g y pro kg 8 Bemerkung 

45 500 25 (25) Nach der Trichloressigsiure 

46 400 15 (15) und vor der Goldfillung 

47 600 9 ( 9) ‘ nie j 

48 400 10 (10) Vor ~ one der oe 

49 450 20 (17) re ee 

50 320 12 Im ersten alkohol. Extrakt 
selbst nach dem Verdamp- 
fen des Alkohols 





Bei 10 weiteren Placenten, die wir nicht einzeln angeben, 
fanden wir nur Mengen unter 1 mg. Aus keiner der Placenten 
celang es uns, Acetylcholin in chemisch reiner Form zu erhalten. 


Tabelle 7. 




















Nr. Goldsalz in mg Schmelzp. unkorr. Analyse °/, Au 
36 38 244 44,49 
37 82 250 44,39 
39 72 256 44,50 
40 41 253 44,33 
41 38 245 44,49 
6 70 244 44,38 
7 28 238 44,24 
8 10 215 44,18 
21 14 235 44,40 
29 20 235 44,40 











Die Tab. 7 enthailt die Mengen an Cholingoldsalz, die nach der Iso- 
lierung des frei vorgebildeten Cholins durch Hydrolyse der Riickstinde 
noch zu erhalten waren. Wiihrend aus den auf Hypophysin gewonnenen 
Placenten (36—41) stets noch erhebliche Mengen an reinem Cholin dar- 
zustellen sind, ist dies bei den spontan geborenen (6—8) und mit Alkohol 
konservierten (21—22) nicht der Fall, mit Ausnahme der Placenta 6. Diese 
ist aber schon frihzeitig, etwa 9 Minuten nach der Abnabelung, spon- 
tan ausgestoBen worden, so daB hierin die Abweichung begriindet sein 
diirfte. 

Bei der Placenta 36 und 37 bestimmten wir gleichzeitig den Phosphor- 
gehalt: Nachdem das freie Cholin als Goldsalz isoliert war, wurden die 
Mutterlaugen samt den schmierigen Riickstinden in etwa 200 ccm Wasser 





1) C.Bischoff, W.Grab u. J. Kapfhammer, Diese Z.199, 149 (1931). 
g* 
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gebracht, kalt mit H,S zerlegt, filtriert und das H,S verjagt. Dann wird mit 
NaOH oneutralisiert, im Vakuum zur Trockne gedampft, mit absolutem 
Alkohol ausgekocht, dieser im Vakuum verdampft, der Riickstand in 3 ecm 


Wasser aufgenommen, filtriert und im Exsiccator zur Gewichtskonstanz | 


getrocknet. — Bei Placenta 36 wurden 133 mg einer gelben, zih-sirupésen 
Masse erhalten, die mit Krystallen durchsetzt war; sie wurde mit 20°/, iger 
HCl auf dem Wasserbad 8 Stunden hydrolysiert. Auf Zusatz von Gold- 
chlorid wurden 38 mg Goldsalz (Tab. 7) erhalten, das entspricht — zuziiglich 
des zwangsliufigen Verlustes bei der Fillung in Héhe von 15 mg — 53 mg 
Goldsalz = 16,7 mg Cholinchlorid. Die Mutterlauge davon wird nach Ent- 
fernung des Goldes mit HNO, und H,SO, verascht, und die Phosphorsiiure 
als Molybdat bestimmt: Erhalten 227 mg = 3,72 mg P. 
Cholin: P = 1:1,01. 

Placenta 37 ergab: 82 mg (Tab. 7) + 15 mg (zwangsliufiger Fallungs- 
verlust) = 97 mg Goldsalz = 30,6 mg Cholinchlorid, sowie 426 mg Molyb- 
dat = 6,98 mg P. 

Cholin; P = 1: 1,03. 


Fiir die Uberlassung der Placenten sind wir Herrn Geheimrat Prof. 
Dr. Sellheim, Direktor der Universitiits-Frauenklinik Leipzig zu Dank 
verpflichtet. — Der Rockefeller Foundation danken wir fiir Unter- 
stiitzung. 
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Synthese von Tetramethyl-tetrapropylbilirubinoiden, 
von Tetramethyl-tetrabutylporphyrin I, II und IV, 
von Tetramethyl-tetraisobutylporphyrin I, 
sowie von Tetramethyl]-dipropylporphin-dipropionsdure XIII ’). 
Von 
Hans Fischer und Max Bertl. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1934.) 


Vor einiger Zeit berichteten wir iiber die Synthese des 2,4- 
Dimethyl-3-propylpyrrols”), das mit Hilfe von Brom in Lisessig 
oder Brom-Tetrachlorkohlenstoff in ein Gemisch von 5-Brom-5’- 
brommethy] - 4, 8’- dimethyl -3, 4’- dipropylpyrromethenhydrobromid 
und 5-Brom-4,3’,5’-trimethyl-3, 4’-dipropylpyrromethenhydrobromid 
ibergefiihrt werden kann. AuSerdem ist noch Perbrom ins Mole- 
kil eingetreten, das sich durch Aceton leicht entfernen laBt. 
Durch Umkrystallisieren aus Methylalkohol liBt sich bereits die 
CH,Br-Gruppe des erstgenannten Methens zur Methylgruppe redu- 
zieren, so daB auf diese Weise nur das zuletzt genannte Pyrro- 
methen resultiert. Diesem kommt also folgende Konstitutions- 

















formel zu: 

i H,C——C,H, 2 oo 
nt —cu——._ cn, HOW —e L_ 0H, 
NH N NH N 

I HBr II HBr 


Hier gelingt der Austausch von Halogenen gegen Hydroxyl 
nach den bekannten Methoden sowohl durch Erhitzen mit Silber- 
acetat—Eisessig wie mit Kalium- oder Natriumacetat’*), 

Die besten Resultate erhilt man durch Umsetzung im Bomben- 
rohr mit Natriummethylat bei 150—160° 4), 


’) 31. Mitteil. zur Kenntnis der Porphyrine (30. Mitt. Diese Z. 227, 
124 (1934)]. 

*) H. Fischer, M. Goldschmidt u. W. Niissler, Liebigs Ann. 486, 
14 (1931). 

*) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 206, 194 (1932). 

*) H. Fischer u. W. Fréwis, Diese Z. 195, 51 (1931). 
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Bemerkenswerterweise entsteht hierbei direkt der Oxykérper, 
wie das Fehlen von Methoxyl beweist. 

Aus Pyridin—Methylalkohol erhalt man schéne gelbe Prismen, 
aus Hisessig zitronengelbe Nadeln, die an der Luft leicht er- 
griinen, wie das ja auch bei den Xanthobilirubinsiuren stets 
der Fall ist. 

Das 5-Oxy-4,3’,5’-trimethyl-3, 4’-dipropylpyrromethen (IJ) ligt 


sich durch vorsichtiges Bromieren zum bilirubinoiden Farbstoff 


oxydieren und es sollte das 1,10-Dioxy-2,4,7,9-tetramethyl-3,5,6,8- 
tetrapropyl-tetrapyrro-11,18-dien sich bilden: 














H,C3 §CsH, H,Cq—zC,;H, H, 1Csp—ay 7CHs H,C,a— CH, 
HOX »——CH - 1 CH,- Ae 1 _cH—t 20H 
N NH NH N 
Ill 

Hier entstand aber — auch unter den vorsichtigsten Be- 
dingungen — stets ein Gemisch von einem bronzeglinzenden 


Kérper, der ein Dihydrobromid darstellt und keine Gmelinsche 
Reaktion gibt, mit einem schénen violett-roten Farbstoff, der ebenfalls 
gut krystallisiert und nach der Analyse ein Trihydrobromid ist. Es 
handelt sich hier ziemlich sicher um ein 1,10-Dioxy-2,4,7,9-tetra- 
methyl-3, 5, 6,8-tetrapropyl-tetrapyrro - 11, 14,18-trientrihydrobro- 
mid en Formel: 


H,C7—30sH,  HyCp—xC,H, H,Cys—qCH, —H,C,3-——yCH, 








HOX %3——0OH ‘iz | CH——"* 13—+_$_ cH_——'"_ woH 
be al ; aa ee i 
N-HBr “ NH 1“ N-HBr “™ N-HBr 
IV 


Dieses Trihydrobromid ist sehr bestiindig, lést sich in Chloro- 
form mit blaugriiner Farbe und gibt die Gmelinsche Reaktion 
ausgesprochen. Die freie Base ist nur schwierig zu erhalten. Sie 
krystallisiert in violetten Nadeln. 

Der zuerst genannte Kérper list sich mit tiefblauer Farbe in Chloro- 
form und schligt beim Schiitteln in Sodalésung nach Violett um, wobei 
die freie Base entsteht. Diese 14Bt sich mit Hilfe von Mineralsiiure wieder 
in den urspriinglichen blauen Kérper iiberfiihren. Was fiir ein Stoff hier 
vorliegt, wurde noch nicht des Niaheren untersucht. 

Bemerkenswert ist bei diesem Propy],,bilirubinoid“ seine auBer- 
ordentlich leichte Bildung aus dem Oxykérper. Durch bromsaures 
Kali, durch Chromsiiure, durch Eisenchlorid und durch Sulfuryl- 
chlorid wird, allerdings teilweise nur in Spuren, das Bilirubinoid 
gebildet, wenigstens war stets die Gmelinsche Reaktion positiv. 
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Wir haben dann weiter die Synthese des nachsthéheren 
Homologen begonnen, um bilirubinoide Farbstoffe zu finden, die 
ither- und 6lléslich wiren, um ein geeignetes Ausgangsmaterial 
fiir physiologische Versuche zu erhalten. Das Schicksal des 
Gallenfarbstoffes im Organismus ist noch nicht restlos aufgeklirt 
und bei diesen nichtphysiologischen Gallenfarbstoffen ist daher 
das Verhalten sowohl im Magen—Darmkanal wie nach subcutaner 
Verabreichung von Interesse. Wird auch hier Reduktion zur 
Leukoverbindung erfolgen und wird Ausscheidung durch die Galle 
vorgenommen werden? 

Wir gingen zunichst die Synthese des Butylkérpers an und 
synthetisierten zu diesem Zweck das 2,4-Dimethyl-3-butylpyrrol 
folgender Konstitutionsformel 


H, C,H, 
Veo i” 
a 


NH 
aus 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol in iiblicher Weise durch Kin- 
fihrung der Butyrylgruppe mit Hilfe von Buttersiurechlorid und 
zwar ohne Lésungsmittel zum Butyrylpyrrol. Die CO-Gruppe 
wurde nach Wolff-Kishner mit Hilfe von Hydrazinhydrat und 
Alkoholat reduziert und es resultierte V. 

Das 2,4-Dimethyl-3-butylpyrrol wurde durch Pikrat und Azo- 
farbstoff des Niaheren charakterisiert. Auch das 2,4-Dimethyl-3- 
butyl-5-formylpyrrol liBt sich aus ihm leicht in krystallisiertem 
Zustand gewinnen. 


Das oben erwiihnte 2,4-Dimethyl-3-butyryl-5-carbithoxypyrrol 1libt 
sich leicht in der a-Stellung zur 5-Carbonsiiure verseifen. Diese geht beim 
Erhitzen unter Kohlensiiureabspaltung in das gut krystallisierte 2,4-Dimethyl- 
3-butyrylpyrrol iiber, das mit Ameisensiiure-Bromwasserstoff das schén 
krystallisierte 3,5, 3’,5’-Tetramethyl-4, 4’-dibutyrylpyrromethenhydrobromid, 
mit Formaldehyd—Alkohol—Chlorwasserstoff das entsprechende Methan, das 
3,5, 3’,5’-Tetramethyl-4,4’-dibutyrylpyrromethan gibt. Auch das 2,4-Dimethy]- 
3-butyryl-5-formylpyrrol krystallisiert gut. Alle Butyrylpyrrole sind durch 
ganz besonders gute Krystallisationsfihigkeit ausgezeichnet’). 


Von Tetramethyl-tetrabutylporphyrinen sind folgende vier 
Isomere méglich, nimlich: 

















H,C, C,H, H,C———C,H, 
H,C,- CH, 3 -C, H, 
VI Vil 
H,C s C,H, HC, ~CH, 
H,C, 'CH, H,C,' 'CH, 


1) Vgl. auch H. Fischer u. Schormiiller, Liebigs Ann. 480, 125 (1930). 
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H,C, (C,H, H, C, (C,H, 
H,C- -=CH, H,C, ea C,H, 
Vill IX | 
H,C,- C,H, H,C- ~CH, 
H, C; CHs H, C ‘C,H, 


Gewonnen wurden die Porphyrine VI, VII und IX, die alle 
gut krystallisieren. 

Um das 1,3,5,7-Tetramethyl-2, 4,6,8-tetrabutylporphin (For- 
mel VI) zu erhalten, war das Formel I analoge Pyrromethen mit 
C,H,- statt C,H,-Seitenketten notwendig, also das 5-Brom-4,3’,5’- 
trimethy]-3, 4’-dibutylpyrromethenhydrobromid bzw. sein 5’-Brom- 
methylkérper. Ein Gemisch dieser beiden Pyrromethene pflegt 
bei der Bromierung trialkylierter Pyrrole aufzutreten. Hier ge- 
lang die Bromierung in Kisessig nur schlecht. Dagegen wurden 
in Kisessig—Tetrachlorkohlenstoff 2:1 sowie in Benzol und Xylol 
brauchbare Resultate erzielt. Das erhaltene Pyrromethengemisch 
war Perbrom-frei. Mit Aceton erhitzt, entstand kein Bromaceton. 
Aus Hisessig erhilt man schéne dunkelrote Tafeln; ebenso 
aus Benzol. 

Die beiden Pyrromethene scheinen schwierig zu trennen zu 
sein. Da bei der Porphinsynthese das Gemisch, und zwar még- 
lichst frisch gewonnen, stets das zweckmiBige Ausgangsmaterial 
ist, wurden auch keine weiteren Versuche zur Trennung unter- 
nommen. 

Fiir die Porphyrinsynthese bewihrte sich am besten die 
Brenzweinsiureschmelze, durchgefiihrt durch 10—15 Minuten bei 
180°. Die erkaltete Schmelze wurde mit heiBem Wasser aus- 
gelaugt und der Riickstand aus Pyridin krystallisiert. Das Por- 
phyrin (VJ) krystallisiert prachtvoll in flachen Staibchen und schmilzt 
bei 229°. In Ather ist es sehr leicht lislich, ebenso in Olivendl; 
in Salzsiiure—Methylalkohol ist es schwer léslich. Das Porphyrin 
wurde weiter charakterisiert durch das komplexe Kisensalz (Himin) 
und die Kupferkomplexverbindung. Das Himin krystallisiert in 
derben Prismen, das Kupfersalz in diinnen, roten Nadeln. Mit 
Blei-Superoxyd in Eisessig la8t sich das zugehérige Xanthoporphi- 
nogen?) in dunkelgelben Krystallen erhalten, das, mit Natrium- 
amalgam in Essigsiure behandelt, das Porphyrin wieder regeneriert. 

Nunmehr wurde die Synthese von IX angegangen, wozu die 
beiden Pyrromethene 





1) H. Fischer u. A. Treibs, Liebigs Ann. 457, 209 (1927). 
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Br. ie i H,C CH—— CH 
NH x N-HBr NH XI npr 


notwendig waren. Die Synthese von X wurde durch Bromierung 
des 2,4-Dimethyl-3-butyl-5-carbithoxypyrrols vollzogen. In Ather 
oder Eisessig erhalt man bei Verwendung von 1 Mol Brom einen 
gelben, sehr unbestindigen Monobromkérper, der beim Verkochen 
mit Methylalkohol, zweckméBig unter Zusatz von Formalin, das 
Formel X entsprechende, in 5,5’-Stellung carbithoxylierte Pyrro- 
methan, das 4,4’-Dimethyl-3,3’-dibutyl-5,5’-dicarbithoxypyrro- 
methan ergibt. Dieses wird zur Dicarbonsiure verseift und in 
Kisessig mit 2 Mol Brom versetzt. In prichtigen rot-violetten 
Krystallen scheidet sich das 5,5’-Dibrom-4, 4’-dimethy]-3, 3’-dibutyl- 
pyrromethenhydrobromid ab. Die freie Base krystallisiert in 
hellgelben Plattchen. 

Fiir die Gewinnung des 3,3’,5,5’-Tetramethyl-4, 4’-dibutyl- 
pyrromethenhydrobromids (XI) diente als Ausgangsmaterial 2,4- 
Dimethyl-3-butylpyrrol, das in tiblicher Weise mit Ameisensiure— 
Bromwasserstoff das schén krystallisierte symmetrische Pyrro- 
methenhydrobromid (XI) gab. Mit X zusammen erhitzt, resultiert 
Porphyrin LX, aber nur in schlechter Ausbeute. Deshalb ist es 
zweckmaBig, Pyrromethen XI in Eisessig im siedenden Wasser- 
bad aufzubromieren. Man erhilt so das in leuchtenden roten 
Nadeln krystallisierende 5,5’-Dibrommethy]-3, 3’-dimethyl-4, 4’-di- 
butylpyrromethenhydrobromid, aus dem in der Schmelze mit X 
nun in guter Ausbeute das 1,4,6,7-Tetramethyl-2,3,5,8-tetrabutyl- 
porphyrin entsteht. Aus Pyridin—Methylalkohol erhalt man flache 
Prismen vom Schmelzp. 218°, die beim Mischschmelzpunkt mit VI 
(201°) eine Depression von 17° ergaben. 

Das Porphyrin wurde weiter charakterisiert durch Himin und 
Kupfersalz. Fir die Synthese des 1,4,5,8-Tetramethyl-2,3, 6, 7- 
tetrabutylporphins (VII) diente als Ausgangsmaterial die oben 
erwaihnte 4,4’-Dimethyl-3,3’-dibutylpyrromethen-5,5’-dicarbonsiure. 
Diese wurde mit Ameisensiure aufgeschlimmt und bei 30—35° 
Luft durchgeleitet. Die Porphyrinbildung konnte betrichtlich be- 
schleunigt werden durch Umsetzung im siedenden Hisessig durch 
6—7 Stunden. 


Da8 mit Eisessig in besonders guter Ausbeute die Porphyrinbildung 
eintritt ist auffallend und wiederum ein Beweis dafiir, wie verschiedenartig 
analoge Reaktionen im Pyrrolgebiet verlaufen. Bei der Synthese des Kopro- 
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porphyrins II') entsteht unter diesen Bedingungen das Porphyrin nur in 
sehr schlechter Ausbeute, taktisch kommt hier nur die Ameisensiuremethode 
in Frage, 

Weiter berichten wir tiber die Synthese des 1,3,5,7-Tetra- 
methyl-2, 4, 6,8-tetraisobutylporphins I, die analog der Synthese 
von VI durchgefiihrt wurde. 

Wiederum diente 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol als Aus- 
gangsmaterial, in das die Isobutyrylgruppe sehr gut einfihrbar 
ist. Das so erhaltene 2,4-Dimethyl-3-isobutyryl-5-carbithoxypyrrol 
krystallisiert gut. Nach Wolff-Kishner gewinnt man daraus das 
2,4-Dimethyl-3-isobutylpyrrol, aber in schlechter Ausbeute. Es 
ist noch weit empfindlicher als das Butylpyrrol. Charakterisiert 
wurde es durch Pikrat, Azofarbstoff und Uberfiihrung in 3,3’,5,5’- 
Tetramethyl-4, 4’-diisobutylpyrromethenhydrobromid, welches sich 
in iiblicher Weise in den entsprechenden «, «’-Dibrommethylkérper 
iiberfiihren lift. 

2,4-Dimethyl-3-isobutylpyrrol gibt in wenig Kisessig mit 4 Mol 
bromiert ein Pyrromethengemisch, das in der Brenzweinsiure- 
schmelze das 1,3,5,7-Tetramethyl-2,4,6,8-tetraisobutylporphyrin 
gibt. Dieser Kérper ist in Ather und Ol] ebenfalls sehr leicht 
léslich, so daB auch er fiir physiologische Versuche Verwendung 
finden kann, wobei bei diesen Porphyrinen auch ganz besonderes 
Interesse die Frage der Bestiindigkeit der Seitenketten hat. Denk- 
bar ist sowohl f- wie w-Oxydation, und gelegentlich sollen auch 
die Porphyrine mit endstiindigen Carboxylgruppen zu diesem Zwecke 
syuthetisiert werden. 

Endlich berichten wir itiber die Synthese?) der 2,3,5,8-Tetra- 
methyl-1,4-dipropylporphin-6, 7-dipropionsiure 











a i H,C——-0,H, 
re i, 

/ XN VY \ 

XII HC CH 
\ NH NH 
-—_" CH a 
| 1 | 

H,C—— CH,CH,COOH HOOCH,CH,C——CH, 


die aus 5,5’-Brommethyl-3,3’-dimethyl-4, 4’-dipropylpyrromethen- 
hydrobromid durch Vereinigung mit 5,5’-Dibrom-4,4’-dimethyl- 


1) H. Fischer u. H. Andersag, Liebigs Ann. 450, 212 (1926). 
*) Diese Versuche hat Herr Dipl.-Ing. W. Lautenschlager durch- 
gefiihbrt. 
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pyrromethen-3, 3’-dipropionsiurehydrobromid gewonnen wurde. Es 
ist ein Homologes des Mesoporphyrins XIII. Die beiden Athyl- 
gruppen dieses Porphyrins sind durch Propylreste ersetzt. 

In diesem Porphyrin sind also drei verschiedene Substituenten 
vorhanden, genau so viele, wie bei den Mesoporphyrinen. Infolge- 
dessen sind wie bei diesen 15 Isomere miglich, die ohne weiteres 
vom Mesoporphyrin') abgeleitet werden kénnen, nur daB an Stelle 
der C,H,-Reste Propylreste gesetzt werden. DemgemiB handelt 
es sich hier um die 2,3,5,8-Tetramethyl-1,4-dipropylporphin-6, 7- 
dicarbonsiure XIII. 

Zuerst wurde die Synthese des Porphyrins aus 5,5’,3,3’- 
Tetramethyl-4,4’-dipropylpyrromethen mit dem an zweiter Stelle 
genannten Dibromkérper versucht. Hier betriigt die Ausbeute nur 
etwa 4/,°/,, wahrend sie bei Verwendung des oben genannten 
5,5’-Brommethylkérpers bis auf 30°/, heraufgeht, ein Zeichen, wie 
auBerordentlich begiinstigend die Aufbromierung wirkt. Das Por- 
phyrin krystallisiert sowohl als freie Carbonsiure wie als Ester 
prachtvoll und soll bei Gelegenheit iiber das Rhodin zur Gewinnung 
homologer Chlorophyllderivate”) dienen; denn wir sehen ja in dem 
von uns in Chlorophyll a und b in dem Isoporphinring nachgewiesenen 
isocyclischen System die Ursache der charakteristischen, von den 
Porphinen abweichenden spektroskopischen Erscheinungen des 
Chlorophylls und seiner Derivate. Durch Synthese von Phiio- 
porphyrin a, homologen Porphyrinen werden sicherlich Bedingungen 
eetroffen werden kénnen, unter denen sich das Porphinsystem, 
sei es spontan, sei es durch Einwirkung mild wirkender Mittel 
— z.B, Alkoholaten — zum Phorbidsystem isomerisieren lassen wird. 


Versuche. 


5-Oxy-4, 3’, 5’-trimethyl-3,4’-dipropylpyrromethen. a) Mit Silber- 
acetat: 8g 5-Brom-4,3’,5’-trimethyl-3,4’-dipropylpyrromethenhydrobromid 
werden mit 3,3 g (3 Mol) Silberacetat in 60 cem Eisessig '/, Stunde am Riick- 
fluB erhitzt. Das Fortschreiten der Reaktion ist am Farbumschlag der roten 
Lisung nach Olivgriin erkennbar. Gleichzeitig scheidet sich Silberbromid 
ab. Die erkaltete Lésung wird filtriert und im Vakuumexsiccator iiber Atz- 
natron eingeengt. Die sich bildenden schwarzen Krusten wurden mit wenig 
Kisessig von den Winden der Krystallisierschale gespiilt und das Einengen 
so lange fortgesetzt, bis reichliche Krystallisation eingetreten war. Dann 
wurde abgesaugt und mit wenig kaltem Eisessig und Methylalkohol ge- 
waschen. Aus Eisessig umkrystallisiert, zitronengelbe Stiibchen, welche 





1) Vgl. deren Isomerietafel, Liebigs Ann. 459, 63 (1927). 
*) Vgl. H. Fischer u. J. Ebersberger, Liebigs Ann. 509, 19 (1934). 
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leicht griinliche Firbung annehmen. Aus Pyridin-Methylalkohol dunkel- 
gelbe Prismen. Schmelzp. 202°. Ausbeute 220—260 mg. 


4,180 mg Subst.: 11,139 mg CO,, 3,260 mg H,O. — 3,103 mg Subst.: 
0,279 cem N, (19°, 713 mm). 
C,,H,,ON, Ber. C 15,52 H 9,09 N 9,79 
Gef. ,, 75,40 ,, 8,85 ,, 9,86. 


Mit entwissertem Natrium- bzw. Kaliumacetat entsteht unter den 
gleichen Bedingungen derselbe K6rper. 

b) Mit Natriummethylat: 1g Natrium wird in 10 cem Methy]- 
alkohol gelést und die Methylatlésung zu 1g Brommethen gegeben. Im 
Bombenrohr erhitzt man 3—4 Stunden auf 150—160°. Dann wird mit viel 
Wasser verdiinnt und mit Essigsiure angesiiuert. Darauf wird vom dunklen 
Niederschlag abgesaugt und mit Wasser und wenig kaltem Alkohol gewaschen. 
Aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert, Schmelzp. 202°. Eine Methoxy]l- 
bestimmung war negativ. 

a) Bromierung des 5-Oxy-4, 3’, 5’-trimethy]-3, 4’- dipropylpyrromethens. 
300 mg Oxymethen werden in wenig Eisessig aufgeschlimmt und mit 
2 Mol Brom unter Kihlung bromiert. Unter Erwirmung tritt vollstindige 
Lésung ein und gleichzeitig entweicht Bromwasserstoff. Nach einigem 
Stehen scheidet sich ein dunkler Niederschlag aus, der abfiltriert und mit 
Eisessig gewaschen wird. Aus Eisessig umkrystallisiert, derbe, bronze- 
glinzende Krystalle I. Die Gmelinsche Probe ist negativ. Das Filtrat 
aber gibt eine positive Reaktion, mu8 also ein Bilirubinoid enthalten, Mit 
Ather versetzt man nun so lange tropfenweise, bis deutliche Triibung ein- 
tritt und lift stehen. Nach mehreren Stunden scheiden sich dunkelrote 
Krystalle II ab, welche abgesaugt und mit Eisessig—-Ather gewaschen werden. 
Die Gmelinsche Probe war positiv. 

I besitzt Bronzeglanz und verliert schon beim Umkrystallisieren aus 
Eisessig etwas Bromwasserstoff. In Chloroform Lésung mit tiefblauer Farbe. 
Schiittelt man diese mit wiBriger Sodalésung durch, so schligt die Farbe 
nach Rotviolett um. Es liegt die freie Base vor, die isoliert wurde. Das- 
selbe geschieht auch beim Lésen in Pyridin. In Alkohol schligt die Farbe 
von Blau nach Violett um. Die freie Base lést sich in allen organischen 
Lésungsmitteln. Am geeignetsten erwies sich Chloroform, aber der Kérper 
wird dann Cl-haltig. Bronzegriine Prismen. Schmelzp. 280—282° (unter 
Zers.). 


6,970 mg Subst.: 3,650 mg AgBr. 
C,;H,,O,N, Bry Ber. Br 21,90 Gef, Br 22,28. 
Freie Base: 
5,125 mg Subst.: 10,065 mg CO,, 2,990 mg H,O. — 6,210 mg Subst.: 
0,141 mg AgCl. 
C;,H,,03;N, Ber. C 173,69 H 7,71 
Gef. ,, 72,88 ee Cl 0,27 
Das dunkelrot gefirbte Bilirubinoid II ist sehr bestindig und verliert 
kein Brom. Es handelt sich um ein Trihydrobromid. 
5,652 mg Subst.: 10,820 mg CO,, 2,995 mg H,O. — 3,385 mg Subst.: 
0,206 ccm N, (20°, 718 mm). — 4,485 mg Subst.: 3,185 mg AgBr. 
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C,,H,,0,N,Brz Ber. C 52,48 H 6,04 N 6,98 Br 30,11 
Gef. ,, 52,30 ,, 5,94 , 6,70 ,, 30,22. 
Ausbeute aus 300 mg Oxymethen. 
bei 2 Mol Br. 1. Kérper 130 mg; 2. Kérper 15 mg 
bei 3 Mol Br. 1. Kérper 110 mg; 2. Kérper 60 mg. 


b) Durch Kaliumbromat-Bromwasserstoff. 290 mg (1 Mol) 
Oxymethen werden mit Eisessig-Bromwasserstoff aufgeschlimmt und in der 
Kiilte langsam mit 110 mg (?/; Mol) Kaliumbromat versetzt. Es tritt Er- 
wirmung ein und Bromwasserstoffabspaltung. Nach einiger Zeit beginnt 
das Ganze zu erstarren. Man saugt ab und wischt mit Eisessig. Das 
Produkt gab keine Gmelinsche Reaktion und erwies sich identisch mit 
dem oben beschriebenen Dihydrobromid. Ausbeute 110 mg. Im Filtrat war 
das Trihydrobromid enthalten, das daraus isoliert wurde. Ausbeute 13 mg. 

2,4-Dimethyl1-3-butyryl-5-carbathoxypyrrol'). In einen Kolben von 
1 Liter Inhalt bringt man 50 g fein gepulvertes 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy- 
pyrrol und 50 ccm gut fraktioniertes Butyrylchlorid. Es entsteht ein Brei, 
in welchen man unter Eiskiihlung langsam 45 g fein gepulvertes Aluminium- 
chlorid eintrigt. Dabei ist gut durchzuschiitteln. Es tritt stiirmische Salz- 
siureentwicklung ein unter gleichzeitiger Rotfirbung der ganzen Masse. 
Ist alles Aluminiumchlorid eingetragen, so gibt man zweckmifig noch 
10 cem Butyrylchlorid hinzu, um in der fast fest gewordenen Masse un- 
verbrauchtes Ausgangspyrrol restlos umzusetzen. Bei gewéhnlicher Tem- 
peratur 14Bt man das ganze iiber Nacht stehen und zersetzt dann mit Eis- 
wasser. Abnutschen und mit viel Wasser waschen. 

Aus Alkohol umkrystallisiert schmelzen die farblosen Prismen bei 117°. 


5,013 mg Subst.: 12,100 mg CO,, 3,580 mg H,O. — 8,215 mg Subst.: 
0,178 eem N, (19°, 718 mm). 
C,3H,,0,N Ber. C 65,83 H 7,99 N 5,91 
Gef. ,, 65,82 » 8,01 y 6,05. 


2,4-Dimethyl-3-butyryl-5-carbonséurepyrrol. 5 g Pyrrol werden 
in 30 cem Sprit gelést und 2 g NaOH in 5 ccm Wasser dazu gegeben. Am 
RiickfluBkiihler wird etwa °/, Stunden zum Sieden erhitzt. Dann wird der 
Alkohol abgetrieben. Die zuriickbleibende weife Masse wird mit 100 ccm 
heiBem Wasser aufgenommen. Von etwa ungeléstem Material wird abfiltriert. 
Die eisgekithlte Losung wird mit verdiinnter Salzsiure gefillt. Die aus- 
fallende Carbonsiure ist rein weiB, firbt sich aber am Licht bald rosa. 

Aus Methylalkohol umkrystallisiert schmelzen die Nadeln bei 182°. 
Ausbeute etwa 4 g. 


4,825 mg Subst.: 11,175 mg CO,, 3,105 mg H,0. 
C,,H,,0,N Ber. C 6316 H7,18  Gef. C 63,16 7,20. 


2,4-Dimethyl-3-butyrylpyrrol. Die staubtrockene Pyrrolcarbonsiure 
wird in einen Schwertkolben gebracht und dort langsam erhitzt. Zweck- 
miBig setzt man etwas Sand zu. Mit dem Schmelzen setzt fast gleichzeitig 
die Decarboxylierung ein. Nach Beendigung der CO,-Entwicklung destilliert 
man tiber. Das a-freie Pyrrol schmilzt, aus Methylalkohol umkrystallisiert 
bei 76°. 


1) Vgl. H. Fischer u. F. Schubert, Diese Z. 155, 108 (1926). 
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3,870 mg Subst.: 0,299 ccm N, (21°, 719 mm). 

C,,H,,ON Ber. C 172,72 H 9,09 N 8,48 
Gef. ,, 72,86 » 8,92 y $48. 

3, 3’,5,5’-Tetramethyl-4,4’-dibutyrylpyrromethenhydrobromid. i ¢ 
Pyrrol wird in wenig Ameisensiiure gelést und Bromwasserstoff dazugegeben., 
5 Minuten auf dem siedenden Wasserbad erwiirmen. Nach stundenlangem 
Stehen krystallisiert das Methenhydrobromid in leuchtend roten Tafeln aus, 
Aus Ameisensiure umkrystallisieren. 


4,065 mg Subst.: 2,360 mg AgBr. 
C,,H,,0,.N,Br Ber. Br 24,60 Gef. Br 24,71. 


3, 3’,5,5’-Tetramethyl-4, 4’-dibutyrylpyrromethan. 1 ¢g 2,4-Dimethy). 
3-butyrylpyrrol wird mit Methylalkohol-Formaldehyd kurze Zeit aufgekocht. 
Nach dem Erkalten ein weiBer Krystallbrei. Aus Methylalkohol umkrystal- 
lisieren. Schmelzp, 184°. 


2,805 mg Subst.: 0,201 cem N, (21°, 719 mm). 
C,,H;,0,N, Ber. N 8,18 Gef. N7 


2,4-Dimethyl-3-butyryl-5-formylpyrrol. 3 ¢ ceed werden 
in 50 cem absolutem Ather gelést und mit 5 cem Blausiure versetzt. Auf- 
arbeitung wie iiblich. Aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 161°. 


Darstellung von 2,4-Dimethyl-3-butylpyrrol. 100 g 2,4-Dimethy]- 
3-butyryl-5- -carbithoxypyrrol werden in eine heife Athylatlésung von 600 cem 
absolutem Alkohol und 50g Natrium eingetragen und schnell verriihrt. 
Dann werden 50 cem Hydrazinhydrat hinzugegeben. Das Ganze wird im 
Autoklaven 12 Stunden bei einer Temperatur von 160—170° gehalten. Nach 
dem Erkalten gibt man etwas Wasser zu und dampft den Alkohol fast ganz 
ab. Das Pyrrol wird mit Wasserdampf iibergetrieben und wegen seiner 
groBen Empfindlichkeit bald in Ather aufgenommen. Die itherische Lésung 
wird mit entwiissertem Natriumsulfat getrocknet. Das Pyrrol geht bei 12 mm 
zwischen 100—120° iiber und stellt ein farbloses Ol dar, das sich an der 
Luft schnell rétet. 


4,552 mg Subst.: 13,250 mg CO,, 4,545 mg H,O. — 17,530 mg Subst.: 
0,646 com N, (17°, 708 mm). 


CoH gN Ber. C 79,47 H 11,26 N 9,27 
Gef. ,, 79,38 os Raat » Ae. 


Pikrat des 2,4- Dimethyl- 3-butylpyrrols. Eine Lésung von Butyl- 
pyrrol in Ather wird im Uberschu8 mit itherischer Pikrinsiurelisung ver 
setzt. Das Pikrat fallt in feinen hellgelben Nadeln aus, welche in tethtem 
Zustand empfindlich sind. Aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 141° 
Ehrlich positiy. 


3,895 mg Subst.: 0,559 cem N, (21°, 712 mm). 
C,.H,,0,N, Ber. N 15,56 Gef. N 15,92. 
2,4-Dimethyl-3-butyl-5-formylpyrrol. 2 ¢ Butylpyrrol lést man in 
5.cem Chloroform und 20 cem absolutem Ather, gibt $ cem wasserfreie Blau- 
siiure hinzu und leitet unter Eiskiihlung solange trockene Salzsiiure ein, bis 
Sittigung erfolgt ist. Man laBt tiber Nacht stehen und dampft Chloroform 
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und Ather im Vakuum weg. Der schwarze Riickstand wird dreimal mit 
viel Wasser ausgekocht und hei filtriert. Beim Erkalten scheidet sich der 
Aldehyd in langen verfilzten Nadeln aus. Aus Methylalkohol-Wasser um- 
krystallisiert. Schmelzp. 85°. 


3,105 mg Subst.: 0,214 cem N, (21°, 724 mm). 
C,,H,,ON Ber. N 7,82 Gef. N 7,62. 


5-Brom -3’, 4, 5’- trimethyl -3, 4’-dibutylpyrromethenhydrobromid 
und 5-Brom-5’-brommethy]l -3’,4-dimethyl-3,4’-dibutylpyrromethen- 
hydrobromid. 2 g 2,4-Dimethyl-3-butylpyrrol werden in 8 cem Eisessig 
und 4 eem Tetrachlorkohlenstoff gelést und mit 4,2 g Brom (1 g Brom in 
icem Eisessiglésung) langsam unter Wasserkiihlung bromiert. Es entweicht 
Bromwasserstoff. Nach etwa 2 tiigigem Stehen saugt man von dem dunkel- 
roten Methengemisch ab und wiischt mit Eisessig und Ather. Ausbeute 
0,6—-0,8 g. Aus Benzol umkrystallisiert groBe rote Tafeln. In gréBSeren 
Ansiitzen zu bromieren, lohnt sich nicht, da sonst die Ausbeute wesentlich 
herabgedriickt wird. 


1, 3,5, 7-Tetramethyl-2, 4, 6, 8-tetrabutylporphyrin. — a) Mit 
Ameisensiure: 0,25 g Methengemisch werden mit 8 cem Ameisensiiure 
8 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt. Eine Probe davon in Ather 
aufgenommen, mit 12°/, iger Salzsiiure ausgeschiittelt und wieder in Ather 
getrieben, zeigte deutliches Porphyrinspektrum yom Typ des Atioporphyrins. 


b) Aus der Brenzweinsiureschmelze: 1g Methengemisch wird 
mit 6 g Brenzweinsiure innig vermengt und das Gemisch zuerst zum 
Schmelzen und danu rasch zum Sieden gebracht. 1 Minute Sieden geniigt. 
Die erkaltete Schmelze wurde mit hei’em Wasser ausgelaugt, um die Brenz- 
weinsiure zu entfernen, und hierauf der Riickstand in heiBem Pyridin auf- 
genommen. Hierauf wird in viel Ather gegeben und mit 15°/, iger Salz- 
siiure aufgenommen. Darauf wieder in Ather getrieben usw. Aus Chloro- 
form-Methylalkohol wurde das durch Abdampfen des Athers gewonnene 
Rohporphyrin umkrystallisiert. Schmelzp. 229°. Ausbeute 130 mg. Das so 
gewonnene Porphyrin hiilt hartniickig Halogen zuriick. Es wird deshalb 
zweckmiBiger aus Pyridin-Methylalkohol umkrystallisiert. 


Bessere Ausbeuten erzielt man, wenn die Schmelze nicht zum Sieden 
erhitzt, sondern 15 Minuten lang bei 170—180° gehalten wird. Die Auf- 


arbeitung ist dieselbe. Violette flache Prismen. 


4,610 mg Subst.: 13,730 mg CO,, 3,845 mg H,O. — 3,200 mg Subst.: 


0,290 com N, (22°, 711 mary 


CyoH.N, Ber. C 81,35 H 9,15 N 9,49 
Gef. ,, 81,23 ,, 9,33 ,, 9,59. 
Das reine Porphyrin zeigt in Ather folgendes Spektrum (max.): 
I. 626,2; II. 570,7; Ill. 531,6; IV. 497,1; End-Abs. 431,7. 
Reihenfolge der Intensitait: IV, III, I, IL. 


In 20°/, iger Salzsiure: 
I, 597,8—591,0; II. (sehr schwach) 578,2—574,2; III. 561,6—541,6. 
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Hamin von Tetramethyl-tetrabutylporphyrin I. Reines Porphyrin 
wird in hei8em Eisessig gelést und dazu rasch heiBe NaCl-haltige Ferro- 
acetatlisung gegeben. Nach kurzem Aufsieden krystallisiert das Himin 
aus. Aus Chloroform-Eisessig umkrystallisieren. Schwirzlich-violette Prismen 
Schmelzp. 289° 


4,505 mg Subst.: 11,605 mg CO,, 3,090 mg H,O, 0,530 mg Fe,0,. — 
4,580 mg Subst.: 0,980 mg AgCl. 


C,.H;.N,FeCl Ber. C 70,64 H 7,65 Fe 8,24 Cl 5,15 
Gef. ,, 70,25 ,, 7,68 ,, 823 ,, 5,29. 


3,905 mg Subst.: 0,274 cem N, (21°, 726 mm). 
Ber. N 8,24 Gef. N 1,78. 


Kupferkomplexsalz des Porphyrins I. Zur heiBen Lisung von 
reinem Porphyrin gibt man heiBe Kupferacetatlésung und kocht kurz auf. 
Das Kupferkomplexsalz fallt alsbald in diinnen, roten Nadeln aus. Aus 
Chloroform—Eisessig umkrystallisiert. Schmelzp. 277°. 


4,595 mg Subst.: 12,385 mg CO,, 3,365 mg H,O, 0,565 mg CuO. — 
4,730 mg Subst.: 0,379 cem N, (22°, 715 mm). 


C, ,H,,N,Cu Ber. C 73,67 H7,97 N 8,56 Cu 9,74 
Gef. ,, 73,51 ,, 819 ,, 8,72 ,, 9,82 


2,4-Dimethyl-3-butyl-5-carbathoxypyrrol. 20 g Magnesiumspine 
werden mit 200 cem absolutem Ather iiberschichtet. Dann laBt man langsam 
eine Lésung von 85 g Bromithyl in 150 ccm absolutem Ather dazu tropfen. 
Die Reaktion lit sich durch ein paar Blittchen Jod beschleunigen. Dann 
14Bt man 3—4 Stunden schwach am Sieden. Hierauf gibt man 35 g 2,4-Di- 
methyl-3-butylpyrrol in 120 cem absolutem Ather langsam zu. Es entsteht 
Athan, was an der Gasentwicklung zu bemerken ist. Das Ganze wird 
3 Stunden gekocht. SchlieBlich werden 55 g Chlorkohlensiureester in 100 eem 
absolutem Ather zugegeben und nochmals 4—5 Stunden erhitzt. Nach dem 
Stehen iiber Nacht wird vorsichtig mit kaltgesittigter Ammonchloridlésung 
zersetzt. Der Ather wird im Scheidetrichter abgetrennt, gewaschen und 
langsam eingedampft. Dabei krystallisiert das Reaktionsprodukt gréBten- 
teils aus. 


Aus Alkohol umkrystallisiert schmelzen die farblosen Prismen bei 99°. 
Ausbeute 26 g. 


4,575 mg Subst.: 11,695 mg CO,, 3,383 mg H,O. — 3,522 mg Subst.: 
0,201 eem N, (20°, 706 mm). 
C,,H,,0,N — Ber. C 69,95 H 9,41 N 6,28 
Gef. ,, 69,71 ,, 9,37 ,, 6,17. 


2-Brommethyl-3-butyl-4-methyl-5-carbathoxypyrrol. 2 g Carb- 
iithoxypyrrol werden in 20 cem absolutem Ather gelést und mit 1,7 g Brom 
(0,55 ccm) unter Eiskiihlung bromiert. Es scheidet sich ein orangerotes 
Reaktionsprodukt aus, von dem schnell abgesaugt und das mit Ather ge- 
waschen wird. Der Kérper ist zur Weiterverarbeitung rein genug. 

Aus Eisessig hellgelbe Nadeln. Schmelzp. 131°. 
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2,970 mg Subst.: 0,127 ecm N, (19°, 718 mm). 
C,;H,.O,NBr Ber. N 4,60 Gef. N 4,72. 


4, 4’- Dimethyl -3, 3’- dibutyl -5, 5’-dicarbathoxypyrromethan. Der 
Monobromkérper wird 2—3 Stunden am RiickfluBkiihler mit Methylalkohol 
zum Sieden erhitzt. Beim Erkalten scheidet sich das Methan aus. WeiBe, 
verfilzte Nadeln. Schmelzp. 107° 


8,184 mg Subst.: 10,750 mg CO,, 3,200 mg H,O. — 2,095 mg Subst.: 
0,182 cem Ny, (20°, 706 mm). 


C,;H;,0,N, Ber. C 69,78 H 8,84 N 6,58 
Gef. ,, 70,07 ,, 856 ,, 6,88. 


4, 4’- Dimethyl -3, 3’-dibutyl-5,5’-dicarbonsaéurepyrromethan. Das 
oben erhaltene Methan wird in Methylalkohol gelést und mit Natronlauge 
(3 Mol) in der Siedehitze verseift. Wenn nach 1 stiindigem Kochen eine 
Probe, mit Wasser verdiinnt, keinen Niederschlag mehr gibt, wird der 
Alkohol weggedampft und der weife Riickstand mit heiBem Wasser auf- 
genommen. Dann wird aus dem gekihlten Filtrat die Dicarbonsiure mit 
verdiinnter Essigsiiure gefillt. Sie ist anfangs rein weib, firbt sich aber 
schnell braun und mu deshalb im Exsiccator auch vor Licht geschiitzt 
sein. Aus Methylalkohol umkrystallisieren. 


2,705 mg Subst.: 0,194 cem N, (21°, 719 mm). 
C,,H;,0,N, Ber. N 7,48 Gef. N 7,88. 


5,5’-Dibrom-4, 4’-dimethyl-3, 3’-dibutyl-pyrromethenhydrobromid. 
0,5 g der staubtrockenen Methandicarbonsiure werden in 5 ccm kaltem Eis- 
essig aufgeschlimmt und mit 0,5 g Brom (2 Mol) bromiert. Nach 2—3 Stunden 
Stehen wird der gebildete Dibromkérper abgesaugt und mit wenig kaltem 
Kisessig gewaschen. Aus Eisessig umkrystallisiert prachtvolle rote Prismen, 
die luftbestindig sind. 


4,730 mg Subst.: 7,610 mg CO,, 2,280 mg H,O. — 3,380 mg Subst.: 
0,167 eem N, (23°, 708 mm). — 6,101 mg Subst.: 5,434 mg AgBr. 


C,,H,,N,Br, Ber. C 44,16 H 5,42 N 5,35 Br 44,70 
Gef. ,, 43,60 ,, 5,16 ,, 5,438 ,, 44,53. 


0,2 g Methenhydrobromid werden in heiBem Alkohol gelést und mit 
wenig Ammoniak versetzt. Die freie Base scheidet sich in Form gelber 
Blaittchen ab. 

Aus Methylalkohol Schmelzp. 113° 


3,775 mg Subst.: 0,217 cem N, (21°, 712 mm). 
C,,He.N,Br, Ber. N 6,11 Gef. N 6,25. 


3,3’,5, 5’- Tetramethyl -4,4’- dibutylmethenhydrobromid. 2¢ 2, 4-Di- 
methyl-3-butylpyrrol werden in wenig Ameisensiure unter Zusatz von 
Bromwasserstoffsiure gelist und kurze Zeit auf dem siedenden Wasserbad 
erwirmt. Nach dem Erkalten scheidet sich das symmetrische Methenhydro- 
bromid in Form roter Nadelbiischel aus. Mit Ameisensiure waschen. Aus 
Ameisensiure umkrystallisiert. 
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4,414 mg Subst.: 10,885 mg CO,, 3,375 mg H,O. — 5,785 mg Subst.: 
0,354 cem N, (22°, 725 mm). 


C,,H,,N,Br Ber. C 64,13 H 840 N 7,10 
Gef. ,, 64,27 ,, 857 ,, 6,76. 
Die freie Base bildet gelbe Blittchen. Ihr Pikrat gelbbraune Prismen 
mit bliulichem Oberflichenglanz. Schmelzp. 210° unter Zers. 


4,104 mg Subst.: 0,490 cem N, (21°, 726 mm). 
C.,Hs,0,N; Ber. N 13,36 Gef. N 12,98. 


Fiir die spiter zu beschreibende Porphyrinsynthese wird das Pyrro- 
methen in Eisessig aufbromiert. Es scheidet sich in leuchtend roten Nadeln ab. 


1,4,6,7-Tetramethyl -2,3,5,8-tetrabutylporphyrin. a) 1 g eines 
iiquimolekularen Gemisches von a,a’-Dibrommethen (X) und «,a’- Dimethy]- 
methen (XI) werden mit 5 g Brenzweinsiiure verrieben und 10 Minuten auf 
180° erhitzt. Die erkaltete Schmelze wird mit heiBem Wasser zur Entfernung 
der Brenzweinsiure ausgelaugt und dann in oben beschriebener Weise 
weiter behandelt. Aus Pyridin—Methylalkohol. Schmelzp. 217—218°. Aus- 
beute 70 mg. 


4,610 mg Subst.: 13,730 mg CO,, 3,845 mg H,O. — 8,210 mg Subst.: 
0,293 cem N, (23°, 711 mm). 

CyoHsgN, Ber. C 81,35 H 9,15 N 9,49 
Gef. ,, 81,23 ,, 9,33 ,, 9,85. 

b) 1 g eines diquimolekularen Gemisches vou «,a’-Dibrommethen (X) 
und «,a’-Dibrommethylmethen werden genau wie oben mit Methylbernstein- 
siure verschmolzen und die Schmelze in oben beschriebener Weise auf- 
gearbeitet. 

Aus Pyridin—Methylalkohol: Schmelzp. 218°. Ausbeute 150 mg. 


Porphyrinspektrum in Pyridin—Ather: 
I, 628,6—624,2; II. 572,0—569,5; III. 536,4—524,9; IV. 509,6—483,9; 


626,4 570,8 531,7 496,8 
End-Abs. 433,4. 
Reihenfolge der Intensititen: IV, III, I, Il. 


Himin des Porphyrins [V wie oben. Schwarzviolette Tafeln: Schmelz- 
punkt 243°. 


4,384 mg Subst.: 11,285 mg CO,, 3,055 mg H,O. 0,538 mg Fe,0,. 


C,.H;.N, FeCl Ber. C 70,64 H7,65 Fe 8,24 
Gef. ,, 70,20 ,, 7,80 ,, 8,58. 


Kupferkomplexsalz des Porphyrins IV wie oben. 
Aus Chloroform-Eisessig rote Nadeln. Schmelzp. 230° 














1,4,5,8-Tetramethyl-2,3,6,7-tetrabutylporphyrin. a) 1 g 4,4’-Di- 
methy]-3, 3’- dibuty]-5, 5’- dicarbonsiurepyrromethan wird mit 20 ccm Ameisen- 
siiure aufgeschlimmt und im Wasserbade bei 30—35° langsam Luft durch- 
geleitet. Von Zeit zu Zeit mu8 die Ameisensiiure ergiinzt werden. Nach 
3 tigigem Behandeln wird das Porphyrin aus den dunklen Schmieren der 
Zersetzungsprodukte isoliert. 
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b) 3 g 4,4’- Dimethyl-3, 3’dibuty]-5, 5’dicarbonsiurepyrromethan werden 
in 100 cem Eisessig gelést und 10 Stunden auf dem Sandbad zum Sieden 
erhitzt. Nach dem Erkalten der dunklen Lésung wird im Scheidetrichter 
mit 1/, Liter Ather versetzt und 2 mal mit viel Wasser ausgeschiittelt. Die 
itherische Lésung, die noch sehr viele Zersetzungsprodukte enthilt, wird 

2mal mit 15°/,iger Salzsiure ausgezogen. Daraufhin wird in viel Ather 
sire tm und das Ganze 3mal wiederholt. Die filtrierte und getrocknete 
itherische Lésung wird eingeengt, bis das Porphyrin sich auszuscheiden 
beginnt. Hierauf wird mit warmem Pyridin aufgenommen und filtriert. Um 
die in dieser Lésung noch immer enthaltenen Verunreinigungen (griinliche 
Schmieren) zu entfernen, versetzt man im Scheidetrichter mit Ather und 
zieht abermals mit 15°/,i iger Salzsiiure aus. Hierauf wird erneut in Ather 
getrieben und der Ather abgedampft. Das Rohporphyrin wurde zur Analyse 
4mal in Chloroform-—Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 284°. 


145 mg Subst. 


4,233 mg Subst.: 12,675 mg CO,, 3,470 mg H,O. — 2,793 mg Subst.: 
0,244 cem Ny, (21°, 717 mm). 
C,,HssN, Ber. C 81,35 H9,15 N 9,49 
Gef. ,, 81,66 ,, 9,17  ,, 9,56. 


Das Porphyrin krystallisierte in gut ausgepriigten violettroten Nadeln. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I, 628,5—624,2; II. 572,0—569,7; ILI. 536,0—525,0; IV. 509,8—484,0; 

626,4 570,8 531,5 498,0 
Zwischenstreifen 591,0—589,8; End-Abs. 433,0. 

Reihenfolge der Intensitaéten: IV, III, I, II. 

Hamin des 1,4,5,8-Tetramethy] -2,3,6,7- tetrabutylporphyrins. 
45mg reines Porphyrin wird in heiBem Eisessig gelést und dazu rasch 
siedende kochsalzhaltige Ferroacetatlésung gegeben. Nach kurzem Auf- 
sieden 1i8t man langsam erkalten. Das Himin scheidet sich in blauschwarzen 
Blittchen ab. Aus Chloroform—Eisessig umkrystallisieren. Schmelzp. 259°. 
Ausbeute 34 mg. 

4,534 mg Subst.: 11,705 mg CO,, 3,170 mg H,O, 0,540 mg Fe,O,. — 
3,448 mg Subst.: 0,265 cem N, (21°, 714 mm). 


C,HsN,FeCl Ber. C 170,64 H 7,65 N 8,24 Fe 8,24 
Gef. ,, 70,41 ,, 7,82 ,, 8,86 ,, 8,33. 


Kupferkomplexsalz des 1,4,5,8-Tetramethyl -2,3,6,7-tetrabutyl- 
porphyrins. Man lést 50 mg reines Porphyrin in Eisessig und gibt dazu 
heiBe Kupferacetatlésung. Hierauf kocht man kurz auf. Das Kupferkom- 
plexsalz scheidet sich in diinnen leuchtend roten Nadeln aus. Aus Chloro- 
form-Eisessig umkrystallisiert schmilzt es unter Zersetzung bei 313—315°. 
Ausbeute 48 mg. 

5,290 mg Subst.: 14,185 mg CO,, 3,725 mg H,O, 0,645 mg CuO. 

C,oH,gN,Cu Ber. C 78,67 H 7,97 Cu 9,74 
Gef. ,, 73,13 ,, 7,88 ,, 9,74. 
4* 
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2,4-Dimethyl-3-isobutyryl-5-carbathoxypyrrol. 25g 2,4-Dimethy]. 
5-carbithoxypyrrol werden mit 25 g Isobutyrylchlorid aufgeschlimmt und 
unter Eiskiihlung mit 21 g Aluminiumchlorid langsam versetzt. Die dabej 
auftretende Temperatursteigerung wird durch Eiskiihlung gedimpft. Nach 


Abklingen der stiirmischen Reaktion erstarrte die Masse nicht vollstindig, f 


sondern blieb ein ziher, sirupartiger Teig. Man 1laBt iiber Nacht stehen 
und zersetzt mit Eiswasser. Dann saugt man ab, wischt mit viel Wasser 
und krystallisiert aus Sprit um. 

Ausbeute 18 g. Schmelzp. 108°. 


4,880 mg Subst.; 11,790 mg CO,, 3,445 mg H,O. 
C,;H,,O,N Ber. C 65,83 H 17,99 
Gef. ,, 65,89 » 7,90. 


2,4-Dimethyl-3- isobutylpyrrol. 40 g 2,4-Dimethyl-8 -isobutyryl-i- 
carbiithoxypy rrol werden in eine heiBe Athylatlésung von 20g Natrium 
in 240ccm absolutem Alkohol eingetragen, fest verriihrt und 20cem Hydrazin- 
hydrat hinzugegeben. Dann 12 Stunden auf 155—160° gehalten. Hierauf 
wird auf iibliche Weise mit Wasserdampf das Pyrrol abgetrieben und in 
Ather aufgenommen. Das Isobutylpyrrol geht zwischen 98—108° bei 12 mm 


iiber. Das Pyrrol stellt ein farbloses Ol dar, das sich an der Luft augen- 
blicklich rétet. 


Die Ausbeute betrug 3,5 g Pyrrol. 


7,040 mg Subst.: 20,360 mg CO,, 7,010 mg H,O. 
C,,H,N Ber. C 79,47 H 11,26 
Gef. ,, 78,87 » thud. 


Das Pikrat bildet gelbe Nadeln. Schmelzp. 131° (Ehrlich positiy). 
3,905 mg Subst.: 0,563 cem N, (20°, 712 mm). 
C,.Hi,0,N, Ber. N 15,56 Gef. N 15,81. 


1g des 2,4-Dimethyl-3-isobutylpyrrols wird in 3 cem Eisessig und 
1,5 cem Tetrachlorkohlenstoff gelést und vorsichtig unter Kihlung mit 
3'/, Mol Brom bromiert. 

Nach 1-tigigem Stehen scheidet sich ein dunkelrotes Pyrro-methen- 
gemisch aus, das zur Weiterverarbeitung brauchbar war. Der Krystallbrei 
wird mit wenig Eisessig und viel Ather gewaschen und eventuell aus Eis- 
essig umkrystallisiert. Schéne dunkelrote Tafeln. 

Ausbeute 0,3 g Methengemisch. 


1,3,5,7-Tetramethyl -2,4,6,8-tetraisobutylporphyrin. a) 0,2 g des 
Methengemisches werden in 5 ccm Ameisensiure gelést und 10 Stunden 
auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. 

Deutliches Porphyrinspektrum. 

b) Das Rohmethen wurde mit der 6fachen Menge Brenzweinsiure 
15 Minuten auf 165—170° gehalten und die erkaltete Schmelze mit heiBem 
Wasser zur Entfernung der Brenzweinsiiure ausgelaugt. Dann wird in 
iiblicher Weise aufgearbeitet. 


Aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 209—210°. 
4,605 mg Subst.: 13,615 mg CO,, 3,710 mg H,O. 
C,.HsN, Ber. C 81,35 H 9,15 
Gef. ,, 80,64 » 9,01 
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Das Tetramethyl-tetraisobutylporphyrin I zeigt das Spektrum (max). 

I. 625,6 II. 570,5 III. 531,83 IV. 597,0. End-Abs. 429,5. 

Reihenfolge der Intensititen IV, III, I, II. 

2,3,5,8-Tetramethyl-1,4-dipropylporphin-6, 7 -dipropionsaure. — 
5,5'-Dibrommethy]-3,3’-dimethyl-4,4’-dipropylpyrromethenhy dro- 
bromid wurden, entspechend den Angaben Liebigs Ann. 486, 28 (1931), in 
schon krystallisiertem Zustand gewonnen und in der Bernsteinsiureschmelze mit 
5,5’-Dibrom - 4, 4’dimethylpyrromethen - 3,3’- dipropionsiiure vereinigt durch 
10 Minuten langes Erhitzen auf 200—210° und in iiblicher Weise aufge- 
arbeitet. Ausbeute 28°/, an krystallisiertem Material. Das Porphyrin 
krystallisiert aus Ather in langen feinen Nadeln, aus Pyridin-Alkohol in 
dunklen kurzen Nddelchen, die bis 300° keinen Schmelzpunkt zeigen. Die 
Salzsiiurezahl liegt bei 3. 

5,085 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 18,545 mg CO,, 3,230 mg H,O. — 
3,600 mg Subst.: 0,315 ecem N, (19°, 730 mm). 

C,,.H,.N,O, (594,6) Ber. C 72,68  H 7,12 N 9,42 
_ Gef.  ,, 72,65 » %11 4, 9,82. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 626,7—621,3; II. 600,0—595,9; III. Schatten ab 582,5... 
570,7—566,8; IV. 533,5—524,8; V. 508,1—484,3; End-Abs. 434. 

Reihenfolge der Intensitit: V, IV, I, II, Il. 

Dimethylester des Porphyrins. Der Dimethylester des Porphyrins 
wurde in itiblicher Weise mit Methylalkohol-Chlorwasserstoff gewonnen. 
Er schmilzt bei 216°. Aus Chloroform-Methylalkohol erhilt man den Ester 
in dunklen, kleinen Nadeln. 


4,515 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 12,160 mg CO,, 3,065 mg H,O. — 
3,360 mg Subst.: 0,274 cem N, (21°, 715 mm). — 5,340 mg Subst.: 3,860 mg 
AgJ. 

C,H eN,O, (622,6) Ber. C 73,27 H 7,45 N 9,00 OCH, 9,97 

Gef. ,, 73,45 ,, 7,60 ,,891 4 9,55. 


Kupfer- und Eisensalze der 2,3,5,8-Tetramethyl -1, 4-dipropyl- 
porphin-6,7-dipropionsaure und ihres Dimethylesters.—a) Kupfersalz 
des freien Porphyrins. 200mg Porphyrin in 60 ccm Eisessig unter 
Zusatz von 5 Tropfen konzentrierter HCl hei8 gelést und etwa 20 cem einer 
hei8 gesittigten Lésung von Kupferacetat in Eisessig zugegeben. Das Kupfer- 
salz fillt alsbald in feinen roten Nadeln aus. Abgesaugt und mit Eisessig, 
dann Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 205 mg Kupfersalz. 
Zur Analyse aus Pyridin umkrystallisiert. Schmelzp. 312°. Bei 50° i. V. 
getrocknet. 

4,918 mg Subst.: 11,750 mg CO,, 2,770 mg H,O, 0,592 mg CuO. — 
4,079 mg Subst.: 0,319 ccm N, (24°, 717 mm). 

C,sH,.N,O,Cu (656,11) Ber. C 65,87 H 6,16 N 8,54 Cu 9,69 
Gef. ,, 65,16 ,, 6,30 ,, 832 ,, 9,61. 


b) Eisensalz des freien Porphyrins. 200mg Porphyrin in 60 cem 
Eisessig, wie oben gelést, mit 30 cem einer frischen, heiBen Liésung von 
Ferroacetat und 5 Tropfen gesiittigter Ammonchloridlésung versetzt und 
einige Minuten zum Sieden erhitzt. Nach Erkalten ist das Himin in kleinen 
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schwarzen Wiirfeln ausgefallen. Mit Wasser, Eisessig und Ather gewaschen, 
Ausbeute 169 mg. Zur Analyse aus Pyridin umkrystallisiert und bei 50° 
i. V. getrocknet. Kein Schmelzpunkt bis 420°. 


5,710 mg Subst.: 13,110 mg CO,, 3,030 mg H,O, 0,672 mg Fe,0,. — 
3,485 mg Subst.: 0,725 mg Ag(Cl. 
CygH,N,O,FeCl (683,84) Ber. C 63,20 H 5,90 Fe 8,17 Cl 5,19 
Gef. ,, 62,62 ,, 5,94 ,, 8,28 ,, 5,15. 
c) Kupfersalz des Dimethylesters. 200 mg Ester in 30 cem Kis. 
essig gelést (ohne HCl) und wie unter a) weiter behandelt. Das Kupfer. 
salz fillt in ziegelroten Nadeln aus. Schmelzp. 260°. Ausbeute 203 mg, 


Zur Analyse aus Chloroform-Eisessig umkrystallisiert und bei 50° i. V. 
getrocknet. 


5,233 mg Subst.: 12,750 mg CO,, 3,035 mg H,O, 0,582 mg CuO (etwas 
verspriiht). — 3,572 mg Subst.: 0,262 cem N, (23° 717 mm). 
C;,H,,N,0,Cu (684,15) Ber. C 66,68 H 6,48 N 8,19 Cu 9,29 
Gef. ,, 66,45 ,, 6,49 ,, 7,98 ,, 8,88. 
d) Eisensalz des Dimethylesters. 200 mg Ester in 25 ccm Eis. 
essig (ohne HCl) hei8 gelést und wie unter b) weiterverarbeitet. Das Salz 


krystallisiert in schwarzen glinzenden Nadeln. Schmelzp. 228° Zur Analyse 
aus Chloroform-Eisessig umkrystallisiert und bei 100° i. V. getrocknet. 


4,894 mg Subst.: 11,490 mg CO,, 2,765 mg H,O, 0,557 mg Fe,0,. — 
3,060 mg Subst.: 0,216 ecm N, (25°, 714 mm). — 3,120 mg Subst.: 0,635 mg AgCl. 


C,3Hy.N,O,FeCl (711,88) Ber. C 64,08 H 6,23 N 7,87 Fe 7,84 (14,98 
Gef. ,, 64,03 ,, 6,32 ,, 7,59 4, 7,96 ,, 5,04. 
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Uber ein Amin- und Vinylporphyrin sowie einige Derivate’). 
Von 
Hans Fischer und Erich Haarer. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1934.) 


Der Curtiussche Abbau erlaubt unter anderem Propion- 
siuren in Athylamine umzuwandeln, von denen aus dann durch 
Hofmannschen Abbau die entsprechenden Vinylporphyrine zu- 
ginglich sein sollten. Dieser Weg wurde bis jetzt beim Kopro- 
porphyrin?) sowie beim Iso-Uroporphyrin*) beschritten, jedoch 
wurde das Ziel nicht erreicht. Nahe lag es daher, den Curtius- 
schen Abbau an einem einfach gebauten Porphyrin zu studieren 
und deshalb wurde das Chlorophyllabbauprodukt Pyrroporphyrin 
folgender Konstitution 














H;C;—7C.H, Hsia Cas 
Vm a ww 
N a N \ 
HC 6 6 CH 
\ NH . NH / 
a * il. 
IV | | TIL | 
H,C——=CH,CH,COOH H*—"cH, 








als Ester mit Hydrazinhydrat im Druckrohr in das Hydrazid 
iibergefiihrt, das durch glanzende Krystallisationsfahigkeit aus- 
gezeichnet ist und eine auffallend niedrige Salzsiurezahl (0,05) 
besitzt. 


Als Nebenprodukt entstand das entsprechende Chlorinhydrazid, das 
bei Krystallisation des Gemisches in der Mutterlauge bleibt, jedoch stieB 
seine Reindarstellung auf Schwierigkeiten. Seine Identifizierung erfolgte 
deshalb durch Riickverwandlung in die freie Carbonsiure. Verdiinnte Salz- 





1) 32. Mitteilung zur Kenntnis der Porphyrine; 31. Mitteilung: Diese Z. 
229, 37 (1934). 

*) H. Fischer u. Fréwis, Diese Z. 195, 56 (1931). 

®) H. Fischer u. Thurnher, Diese Z. 204, 70 (1932). 
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siure verseift sehr schnell das Gemisch von Chlorin- und Porphyrinhydrazid, 
die freien Siiuren sind dann auf Grund ihrer verschiedenen Salzsiurezahlen 
leicht voneinander trennbar und wurden durch Esterschmelz- und -misch- 
schmelzpunkt nach Veresterung mit Diazomethan identifiziert. 


Das Kupfersalz des Pyrroporphyrinhydrazids wurde auf zwei 
verschiedene Methoden dargestellt: Einmal aus dem Kupfersalz 
des Pyrroporphyrinesters durch Erhitzen mit Hydrazinhydrat und 
Methylalkohol unter Druck, das andere Mal aus dem Pyrropor- 
phyrinhydrazid auf dem iiblichen Wege mit Kupferacetat in Eis- 
essig. Beide Kérper erwiesen sich krystallographisch als identisch, 
Sie sind sehr gut krystallisiert. Ein Mischschmelzpunkt konnte 
nicht genommen werden, da bis 360° kein Schmelzen zu beobachten 
war. Das Kisensalz konnte bis jetzt noch nicht zur Krystalli- 
sation gebracht werden, jedoch werden die Versuche fortgesetzt. 

Das Hydrazid wurde auf dem iiblichen Wege mit salpetriger 
Saiure in der Kalte (— 5°) in das Azid iibergefiihrt. Seine Salz- 
siurezahl ist wesentlich héher (etwa 3) als die des Hydrazids 
und des Esters. Es war nicht fafbar, da bereits bei der Tem- 
peratur des siedenden Athers Stickstoffabspaltung unter Umlagerung 
zum Isocyansiureester eintrat. Auch beim Umkrystallisieren aus 
Chloroform—Ather trat bereits Stickstoffabspaltung ein. 

Es wurde nun versucht, das Azid direkt zum Amin zu ver- 
kochen. Die Verkochung mit verdiinnter Salzsiiure miBlang, da 
anscheinend die Verseifung zum Pyrroporphyrin schneller vor sich 
geht als die Stickstoffabspaltung und Umlagerung. Die Verkochung 
mit 50°/,iger Essigsiiure nach Lindemann?) fihrte besser zum 
Ziel, aber auch nicht mit guter Ausbeute. Das entstandene Amin 
wurde durch seine Acetylverbindung charakterisiert. 

Das Azid, das bei —5° abfiltriert, mit EKiswasser gewaschen 
und im Exsiccator bei 0° tiber Chlorcalcium und Atzkali ge- 
trocknet war, wurde nun mit verschiedenen Lésungsmitteln ver- 
kocht. Der Isocyansiureester entstand sowohl beim Verkochen im 
absoluten Pyridin als auch trockenem Benzol. Nach der Extraktion 
mit Aceton krystallisiert das 1,3,5,8-Tetramethyl-2,4-diithyl-7 
(athyl-w-isocyansiure)-porphin sehr gut in blau-schwarzen Nadeln 
vom Schmelzp. 252°. 

Beim Verkochen mit absolutem Methylalkohol tritt Stickstoff- 
abspaltung und Ubergang in das Methylurethan ein. Dieses 
krystallisiert gut in blau-roten Nadeln vom Schmelzp. 231°. 


1) Ber. chem. Ges. 58, 1221 (1925). 
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Auch mit Anilin trat Umlagerung zum Isocyansiureester und 
Addition von Anilin ein. Es entstand in guter Ausbeute der 
gemischte Harnstoff, der 


R*-CH,—CH,—NHCONHO,H, (Rt = Porphyrinrest) 


formuliert wird und der als 1,3,5,8-Tetramethyl-2, 4-diithylporphin- 
7-iithyl-w-phenylharnstoff bezeichnet werden muB. 

Urethan und Isocyansiureester konnten durch Kochen, besser 
noch durch Erhitzen bei 135° mit 10°/,iger Salzsiure unter Druck 
in das Amin 

R—CH,—CH,—NH, - HCl (Rt = Porphyrinrest). 


iibergefiihrt werden. 

Das 1, 3,5, 8-Tetramethyl-2, 4-diithyl- 7(athyl-«-aminhydro- 
chlorid)porphin wurde als Hydrochlorid isoliert. Dieses lieB sich 
iiberraschender Weise durch Extraktion mit Pyridin umkrystalli- 
sieren, wobei das Aminhydrochlorid erhalten bleibt, wahrend der 
am Porphinkern gebundene Chlorwasserstoff abgespalten wird. 

Dieses Hydrochlorid zeigt in Pyridin neutrales Porphyrin- 
spektrum, bei dem der erste und dritte Streifen gegeniiber Pyrro- 
porphyrin etwas nach Blau und der vierte und fiinfte Streifen 
gegeniiber Pyrroporphyrin etwas nach Rot verschoben sind. Das 
ganze Spektrum erscheint etwas zusammengezogen, wihrend beim 
Dihydrochlorid saures Porphyrin-Spektrum beobachtet wird. 

Das Aminhydrochlorid ist in Ather unléslich. Das freie Amin 
kann aus ihm durch Kochen mit 5°/,iger methylalkoholischer 
Kalilange am RiickfluBkiihler gewonnen werden. Es ist sehr 
schwer, dieses ginzlich halogenfrei zu erhalten, es ist aber gut 
krystallisiert und hat einen scharfen Schmelzpunkt von 194°, 
Die Salzsiurezahl ist niedrig, da es sofort als Dihydrochlorid in 
die Salzsiiure geht. Die Atherléslichkeit des Amins ist miabig, 
wird aber erheblich gesteigert durch Zusatz von etwas Methyl- 
alkohol. Das Spektrum des freien Amins ist restlos identisch 
mit dem des Pyrroporphyrins. Durch den Ubergang des drei- 
wertigen Stickstoffes in den fiinfwertigen wird also die oben er- 
wihnte, nicht unbetrichtliche spektroskopische Verschiebung 
erzeugt, wihrend die Salzbildung am Porphyrin—Stickstoff dann 
den Umschlag zum ,,sauren“ Spektrum bedingt. 

Die ‘uBerst giinstigen Krystallisationseigenschaften des in Pyridin 
nahezu unléslichen Aminhydrochlorids kénnen zur priparativen Gewinnung 


beniitzt werden. Man treibt das Rohazid in Chloroform, entfernt Verun- 
reinigungen durch Ausschiitteln mit verdiinnter Natronlauge, wischt das 


‘ 
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Chloroform mit Wasser und trocknet mit Chlorealeium. Durch Abdampfey 


unter Zusatz von Methylalkohol wird die Uberfiihrung in das (nicht isolierte — ) 
Methylurethan durchgefiihrt. Der trockene Riickstand wird imzugeschmolzenen 


Rohr mit 10°/,iger Salzsiure erhitzt, sodann die Isolierung des Hydrochlorids, 
wie oben beschrieben, vorgenommen. 


Das Amin gibt eine gut krystallisierte Benzoylverbindung 


(Schmelzp. 301°), die durch Kupfersalz (Schmelzp. 304%, weiter 


charakterisiert wurde. 


Hierzu wurden auBerdem die Diacetylverbindung (Schmelzp. 276" 
und deren Kupferkomplexsalz (Schmelzp. 251°) dargestellt. Beide 
K6rper sind gut krystallisiert und haben einen scharfen Schmelz. 
punkt. Aus der Tatsache der Bildung des Kupferkomplexsalzes 
der Diacetylverbindung muB man schlieBen, daB beide Acetylreste 
an der Aminogruppe eingetreten sind, denn das spektroskopische 
Bild des Kupfersalzes stimmt im Typ mit dem der iiblichen 
Porphyrin—Kupfersalze iiberein; es ist auBerdem spektroskopisch 
identisch mit Pyrroporphyrin—Kupfersalz. Auch ist die Diacetyl- 
und’ Benzoylverbindung des Amins spektroskopisch praktisch 
identisch mit Pyrroporphyrin, im Gegensatz zu dem oben er- 
wihnten Hydrochlorid. Die Methylierung des Amins gelang beim 
Schiitteln mit Dimethylsulfat in wiBrig alkalischem Medium, so- 
wohl beim freien Amin, wie beim Aminhydrochlorid vollstindig. 
Bei beiden lagert sich auBerdem noch Dimethylsulfat an den 
Stickstoff an unter Bildung des Methylsulfonats folgender Kon- 
stitutionen: 

_-CH, 


R~CH,—CH, NICH, (Rt = Porphyrinrest.) 


SO,CH, 


Ks krystallisiert aus Pyridin in rotbraunen Nidelchen und hat 
keinen Schmelzpunkt; gegeniiber dem Spektrum des Aminhydro- 
chlorids ist eine leichte Verschiebung des vierten Streifens nach 
Rot eingetreten. 

ZweckmiBig fiir das Erhalten eines reinen Produktes ist 
die Verwendung des freien Amins. Hierbei wird das methy]- 
sulfonsaure Salz der tertiiren Base erhalten. Verwendet man 
das Hydrochlorid, so tritt ein Gemisch mit dem entsprechenden 
Chlorkérper ein. 

Bei der Behandlung der Methylierungsprodukte am Riick- 
fluBkiihler mit 10°/,igem methylalkoholischem Kali tritt Ab- 
spaltung von Trimethylamin und Kalium—Methylsulfat bzw. Kalium- 
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chlorid ein und es bildet sich das entsprechende Vinylporphyrin 
folgender Formulierung: 
R*CH=CH, (Rt = Porphyrinrest.) 

Das Vinylporphyrin krystallisiert sehr gut aus Pyridin—Methyl- 
alkohol. Ks hat einen scharfen Schmelzpunkt von 269° und gibt 
ein wohlkrystallisiertes Kupfersalz vom Schmelzp. 229—230° 
Auffallender Weise schmilzt das Kupfersalz viel niedriger als 
das freie Porphyrin. Dieselbe Schmelzpunktsanomalie wird auch 
beim Diazetylamin und seinem Kupfersalz beobachtet. Allerdings 
haben auch Pyrroporphyrinester und sein Kupfersalz den gleichen 
Schmelzpunkt. Spektroskopisch ist eine Verschiebung des ganzen 
Spektrums gegeniiber Pyrroporphyrin nach Rot zu beobachten. 
Die Verschiebung geht aber nicht bis zum Spektrum des Proto- 
porphyrins, sondern liegt ungefihr in der Mitte. Das Spektrum 
des Kupfersalzes ist auch gegentiber dem des Pyrroporphyrin— 
Kupfersalzes deutlich nach Rot verschoben. 

Bekanntlich haben Himin und Protoporphyrin zwei Vinyl- 
gruppen, und nachdem hier zum erstenmal ein neues Vinylpor- 
phyrin gewonnen war, war es sehr interessant, dieses vergleichend 
mit Protoporphyrin zu untersuchen und insbesondere festzustellen, 
wie weit die Reaktionen der Vinylgruppen iibereinstimmen. 

Bei der Reduktion mit Eisessig—Jodwasserstoff wihrend 
60 Sekunden auf dem heiBen Wasserbad entsteht Pyrroitioporphy- 
rin, das durch seine Salzsiurezahl (2,7), seinen Mischschmelzpunkt 
und durch die Salzsiurezahl seines Bromderivates (10) identifiziert 
werden konnte. Dieser Ubergang entspricht dem des Himins 
bzw. Protoporphyrins in Mesoporphyrin. 

Beim Bromieren des Vinylporphyrins entstehen zwei ver- 
schiedene Reaktionsprodukte. Der eine K6rper krystallisiert aus 
Pyridin—Methylalkohol, ist in Ather unldslich und konnte durch 
die Analyse als ein Dibrom-deuteroitioporphyrin VI*) 


H,C-——C,H, 
H,; | =CH,; 
Br iL. 
Br ICH, 





*) Die Deutero-iitioporphyrine leiten sich von den Deutero-porphyrinen 
(den entsprechenden Carbonsiuren) durch Decarboxylierung ab. Es gibt 
im ganzen 15 Isomere, deren Isomerietafeln in dieser Z. 227, 127 wieder- 
gegeben sind. Von Dibromdeutero-itioporphyrinen sind daher auch im 
ganzen 15 isomere Formeln méglich, die ohne weiteres aus den angegebenen 
Tafeln abzuleiten sind durch Ersatz der beiden Wasserstoffatome durch Brom. 


; 
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festgestellt werden. Durch Bromierung tritt also anscheinend 
genau wie bei der Bromierung des Protoporphyrins zum Dibrom. 
deuteroporphyrin Abspaltung der Vinylgruppe ein unter gleich. 
zeitigem Ersatz durch Brom. Bis 360° konnte kein Schmelzen 
beobachtet werden. Spektroskopisch tritt eine Verschiebung des 
Spektrums gegentiber dem des Vinylporphyrins nach Rot auf. 
Das Spektrum ist ziemlich verwaschen. Es ist auch gegeniiber 
dem des Brompyrroporphyrins nach Rot verschoben. 


Der zweite Korper ist in Ather sehr gut léslich und krystallisiert aus 
Ather-Methylalkohol in Nidelchen, die sich bei 193° unter Aufschiumen 
zersetzen. Eine genauere Aussage iiber die Konstitution kann noch nicht 
gemacht werden, da wegen Substanzmangel keine einwandfreie Analyse zu 
erhalten war. Das Spektrum ist gegeniiber dem des Vinylporphyrins im 
ersten und dritten Streifen nach Blau und im vierten sehr wenig nach Rot 
verschoben. Gegeniiber dem des Pyrroporphyrins ist das ganze Spektrum 
nach Rot verschoben. 


Beim Behandeln des Vinylporphyrins mit Bromwasserstoff— 
Hisessig addiert sich Bromwasserstoff genau so wie beim Proto- 
porphyrin an die Doppelbindung. Das Reaktionsprodukt konnte 
jedoch nicht gefaft werden, sondern es trat sofort Hydrolyse zu 
dem entsprechenden Oxykérper ein. Dieser ist in den meisten 
Lésungsmitteln auBerordentlich leicht léslich und kann aus Methyl- 
alkohol umkrystallisiert werden. Sein Schmelzpunkt liegt bei 246°, 
Spektroskopisch tritt gegeniiber dem Vinylporphyrin eine Ver- 
schiebung nach Blau auf, die jedoch beim ersten Streifen nicht 
ganz bis zum Spektrum des Pyrroporphyrins zuriickgeht. Bei 
mehrstiindigem Stehenlassen in konz. Schwefelsiure tritt Wasser- 
abspaltung ein und es wird genau wie beim Himatoporphyrin 
das Proto-, hier das Vinylporphyrin, zuriickgebildet. Durch 8 stiindi- 
ges Erhitzen im Hochvakuum bei 120° konnte auch eine Wasser- 
abspaltung und der Ubergang in das Vinylporphyrin erzielt werden. 

Bei der Umsetzung mit Diazoessigester') tritt Anlagerung 
desselben an die Doppelbindung ein; ein Teil des Porphyrins 
wird zerstért. Spektroskopisch wirkt sich diese Anlagerung in 
einer Verschiebung des ganzen Spektrums gegeniiber dem des Aus- 
gangsmaterials nach Blau aus. Die Verschiebung des Spektrums 
geht jedoch nicht ganz zuriick bis zu dem des Pyrroporphyrins. 
Der so entstandene Ester lift sich durch kurzes Kochen mit 
methylalkoholischem Kali verseifen. Das Porphyrin kann dann 
mit Natronlauge aus Ather als Natriumsalz ausgezogen und als 
freie Siure in den Ather zuriickgetrieben werden. Die freie Siiure 





‘') Vgl. H. Fischer u. St. Breitner, Liebigs Ann. 611, 183 (1934). 
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ist mit Diazomethan in Ather veresterbar. Diese Reaktionen werden 
noch einer niheren Bearbeitung unterzogen. 

Bei der Oxydation des Pyrroporphyrinhydrazides mit der 
sticheometrischen Menge Kaliumpermanganat (1 Mol O,) in saurem 
Medium tritt eine Abspaltung des Stickstoffes der Hydrazidgruppe 
und gleichzeitig unter Eliminierung von vier Wasserstoffatomen 
Ringschlu8 zur y-Methinbriicke auf. Man kommt auf diese Weise 
gum Pyrrorhodin, das durch sein Spektrum, seine Salzsiurezahl 
und den Ubergang in Pyrroverdin identifiziert werden konnte, 
Diese Reaktion ist theoretisch von grofem Interesse. Offenbar 
tritt die Oxydation gleichzeitig an den labilsten Gruppen des 
Gesamtsystems ein; das sind die 3 Wasserstoffatome des Hydrazin- 
restes und das Wasserstoffatom an der y-Methinbriicke des Por- 
phyrins. So entsteht das Radikal CO—N=N..... , das unter 
N,-Abspaltung mit dem y-C-Atom den Ring bildet. Vergleichbar 
ist diese Reaktion am ehesten der Pschorrschen Phenanthren- 
synthese oder der Bildung von Stilben aus Benz-aldazin oder 
Tetraphenylmethan aus Triphenylmethyl-hydrazobenzol. DaB die 
Methinbriicken bei der Oxydation der Porphyrine, wenigstens beim 
Haimin, wo die Verhiiltnisse allein bis jetzt genau studiert sind, 
in erster Linie einsetzt, geht aus der Tatsache der oxydativen 
Aufspaltung zu Maleinsiiurederivaten (Himatinsiure) hervor. Auf 
jeden Fall wird das Studium des oxydativen Abbaues bei weiteren 
Vinylporphyrinen von groBem Interesse sein, denn beim Ubergang 
von Blut- in Gallenfarbstoff muB ja auch die a-Methingruppe 
oxydativ entfernt werden. Auf chemischem Wege ist diese Reaktion 
bis jetzt noch nicht durchfiihrbar; vielleicht gelingt es bei der 
Oxydation anders konstituierter Vinylporphyrine Zwischenprodukte 
zu fassen. Im iibrigen betrigt die Ausbeute an Rhodin etwa 
30°/,, 80 daB das Verfahren den friiher beschriebenen mit Acetyl- 
chlorid bzw. rauchender Schwefelsiure ') mindestens gleichwertig ist. 

Die Ubertragung des Hydrazidabbaues zu Rhodinen sowie 
auch allgemein der weitere Curtiussche Abbau wird an leicht 
zuganglichen Porphinpropionsiiuren, bilirubinoiden Farbstoffen 
und Pyrromethenen weiter bearbeitet, um zu sehen, wie weit in 
komplizierteren Farbstoffen die Vinylgruppe zu fassen ist. Auch 
hoffen wir, mit Hilfe dieser Methode die bis jetzt nicht zugiing- 
lichen Himine I und II zu gewinnen und der Synthese des Bili- 
rubins niher treten zu kénnen. 





1) H. Fischer, H. Helberger u. A. Treibs, Liebigs Ann. 466, 253 
(1928); H. Fischer u. P. Pratesi, Liebigs Ann. 500, 204 (1938). 
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Versuche. 


1,3,5,8-Tetramethyl1-2, 4-diathyl-porphin-7-propionsaurehydrazid, 
Pyrroporphyrin-XV-hydrazid (I). 5 g Pyrroporphyrinmethylester vom 
Schmelzp. 234° werden mit 20 g Hydrazinhydrat und 150 cem Methylalkohol 
24 Stunden in einem Handautoklaven bei der Temperatur von 135° gedriickt, 
Die Krystalle werden abfiltriert, in Chloroform gelést und in Ather ge. 
geben. Mit 0,5°/,iger Salzsiure wird das Hydrazid ausgezogen, mit Ather 
gewaschen, in Chloroform getrieben, einmal mit verdiinnter Natronlauge 
zum Entfernen des verseiften Porphyrins und 3 mal mit destilliertem Wasser 
gewaschen. Die Chloroformlésung wird eingeengt und mit heiBem Methyl. 
alkohol versetzt. Das Pyrroporphyrinhydrazid krystallisiert in rotbraunen 
Nadelchen, die in auffallendem Licht violett sind, aus. Die Ausbeute be- 
trigt 4,5 ¢ Hydrazid vom Schmelzp. 273°. 

Zur Analyse wurde 2 mal aus Pyridin-Methylalkohol umkrystallisiert 
und iiber Paraffin, P,O, und Atzkali im Hochvakuum bei 80° zur Konstanz 
getrocknet. 


4,035 mg Subst.: 2,465 mg H,O, 10,785 mg CO,. 
0,566 cem N, (15°, 715 mm). 


C,,H,,.N,O (508, 338) Ber. C 73,18 H 7,14 N 16,53 
Gef. ,, 72,90 ,, 6,83 ,, 16,35. 


Spektroskopisch besteht vollstindige Identitit mit Pyrroporphyrin, 
auch bei der Projektion iibereinander. 


1,3,5,8-Tetramethyl-2,4-diathyl-porphin-7-propionsdiurehydrazid- 
Kupfersalz. Pyrroporphyrin-XV-hydrazid-Kupfersalz (II). 1. Darstel- 
lung: 0,5 g Pyrroporphyrinmethylester-Kupfersalz vom Schmelzp. 231° 
werden mit 3cem Hydrazinhydrat und 30 ccm Methylalkohol im Bomben- 
rohr 24 Stunden bei 130° gedriickt. Der Niederschlag wird abfiltriert, mit 
Methylalkohol gewaschen und aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert. 

2. Darstellung: 0,1 g Pyrroporphyrinhydrazid (I) wird in wenig 
Pyridin gelést. Dazu gibt man eine heife filtrierte Lésung von Kupfer- 
acetat in Eisessig. Man kocht kurz auf, bis das Komplexsalzspektrum 
erscheint. Dann gibt man etwas heiBen Methylalkohol hinzu. Nach einigem 
Stehen krystallisiert das Kupfersalz aus. 

Das Kupfersalz krystallisiert in hellroten Nidelchen, die bis 360° 
nicht schmelzen. Es konnte kein Mischschmelzpunkt genommen werden. 
Die krystallographische Untersuchung ergab restlose Identitit. 

Zur Analyse wurde 2 mal aus Pyridin-Methylalkohol umkrystallisiert 
und im Hochvakuum iiber Paraffin, P,O, und Atzkali zur Konstanz ge- 
trocknet. 

5,113 mg Subst.: 
3,325 mg Subst.: 0,451cem N, (19°, 

C,,H,,.NeOCu (569, 888) 
Ber. © 65,28 H 6,03 N 14,75 Cu 11,15 
Gef. ,, 64,75 ,, 6,08 ,, 14,88 ,, 11,14. 


— 3,860 mg Subst.: 


12,140 mg CO,, 2,780 mg H,O, 0,713 mg CuO. — 
713 mm). 


Spektroskopisch besteht Identitét mit Pyrroporphyrin-Kupfersalz. 


1,3,5,8 - Tetramethyl-2,4 - diathyl - porphin - 7 - propionsdureazid. 
Pyrroporphyrin-XV-azid (III). 2g Pyrroporphyrinhydrazid({) vom Schmelz- 
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unkt 273° werden in 20 ccm 10°/,iger eisgekiihlter Salzsiure gelést und 
auf 400 cem aufgefiillt. Die Lésung wird filtriert, auf — 5° abgekihlt und 
unter lebhaftem Turbinieren tropfenweise mit einer Lisung von Natrium- 
nitrit in Wasser versetzt, bis Jodkaliumstirkepapier gerade gebliut wird. 
Es wird 1 Stunde in Eiswasser stehen gelassen, dann der Niederschlag ab- 
filtriert und mit Eiswasser gewaschen. 

Zur Analyse wurde aus wenig kaltem Chloroform unter Hinzufiigen 
yon Ather umkrystallisiert und bei 25° im Hochvakuum getrocknet. 


5,245 mg Subst.: 13,975 mg CO,, 3,155 mg H,O. — 3,980 mg Subst.: 
0,613 cem Ng (22°, 722 mm). Aschegehalt: 0,4°/,. 


CyHysN,O (519, 316) Azid: Ber. C 71,63 H 6,41 N 18,88 
C,,HssN,0 (491, 30) Isocyansiiureester: ,,  ,, 75,72 ,, 6,77 ,, 14,26 
Gef. ,, 72,67 ,, 6,73 ,, 16,93. 

Die Analyse zeigt, daB trotz schonendster Behandlung das Azid Stick- 
stoff abgespalten hat und in den Isocyansiureester zum Teil iibergegangen ist. 

Spektroskopisch ist Identitit mit Pyrroester vorhanden. 

1,3, 5, 8-Tetramethyl-2,4 - diathyl -7-(athyl - w - isocyansaure) - por- 
phin (IV). 0,5 g frisch bereitetes Pyrroporphyrinazid werden im Exsiccator 
3 Stunden iiber Chlorealcium-Atznatron im Vakuum getrocknet und dann 
mit 100 cem tiber Natriumdraht getrocknetem Benzol 4 Stunden am Riick- 
flubkiihler gekocht. Es tritt Stickstoffabspaltung ein. Die Benzollésung 
wird bis auf ungefiihr 3 ccm eingeengt, nach dem Erkalten krystallisiert 
der Isocyansdureester in blauschwarzen Nidelchen vom Schmelzp. 252° aus. 

Zur Analyse wurde mit Aceton aus der Hiilse extrahiert und im 
Hochvakuum bei 80° iiber Paraffin, P,O,, Atzkali getrocknet. 


5,290 mg Subst.: 14,700 mg CO,, 3,250 mg H,O. — 4,550 mg Subst.: 
0,592 cem N, (23°, 717 mm). 
C,,Hs3N,0 (491, 30) Ber. C 75,72 H 6,77 N 14,26 
Gef. ,, 75,78 ,, 6,87 ,, 14,16. 
Spektroskopisch ist Identitiét mit Pyrroester vorhanden. 
1,3,5,8-Tetramethy]l - 2,4-diathyl-7-(athyl-w-methylurethan)- por- 
phin (V). 1g frisch bereitetes und getrocknetes Pyrroporphyrinazid (III) 
wird mit 150 cem absolutem Methylalkohol 8 Stunden am Riickflu8kiihler 
gekocht. Die Liésung wird eingeengt. Das Urethan krystallisiert in blau- 


roten Nadeln vom Schmelzp. 231° aus. 
Zur Analyse wurde mit Aceton aus der Hiilse extrahiert und im 


Hochvakuum bei 80° iiber Paraffin, P,O, und Atzkali bis zur Konstanz 
getrocknet. 

4,920 mg Subst.: 13,205 mg CO,, 3,185 mg H,O. — 3,335 mg Subst.: 
0,412 com N, (22°, 712 mm). — 4,405 mg Subst.: 1,980 mg AgJ. 


C;,H,,N,O, (523,34) Ber. C 73,78 H 7,18 N 13,38 OCH, 5,93 
Gef. ,, 78,20 ,, 7,24 ,, 18,39 , 5,94. 


Spektroskopisch ist Identitét mit Pyrroester vorhanden. 


1,3,5,8-Tetramethy]l -2,4-diathyl-7-(athyl-w-phenylharnstoff)-por- 
phin (VD. 0,5 g frisch bereitetes Pyrroporphyrinazid (III) werden mit 20 cem 
frisch destilliertem Anilin kurz aufgekocht. Es tritt Stickstoffabspaltung ein. 
Das Anilin wird im Vakuum abgedampft. Der Riickstand wird mit wenig 
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Pyridin aufgenommen und hei8 mit Methylalkohol versetzt. Nach Stehep. 
lassen und Erkalten krystallisiert der Harnstoff in Niédelchen aus. 


Zur Analyse wird zweimal mit Aceton aus der Hiilse extrahiert ung § 


iiber Paraffin, P,O, und Atzkali im Hochvakuum zur Gewichtskonstan; 
getrocknet. 


4,700 mg Subst.: 13,210 mg CO,, 2,980 mg H,O. — 3,170 mg Subst,: 
0,412 cem N, (20°, 707 mm). 
C,,H,.N,O (584,868) Ber. © 75,98 H690 WN 14,38 

Gef. ,, 75,58 ,, 6,78 ,, 14,10. 
Spektroskopisch besteht wiederum Identitit mit Pyrroester. 
1,3,5,8-Tetramethyl -2,4-diathyl - 7-(athyl-w-aminohydrochlorid). 

porphin (VII). 2g Methylurethan (VI) vom Schmelzp. 231° werden mit 

100 cem 10°/,iger Salzsiiure in einem Handautoklaven 8 Stdn. bei 130—140° 

gedriickt. Die Lésung wird auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft 
und der Riickstand mit Pyridin aus der Hiilse extrahiert. Dabei wird das 

Hydrochlorid am Porphinkern zerstért, das an der Aminogruppe aber nicht 

angegriffen. Das Aminhydrochlorid krystallisiert in diinnen, rotbraunen, ge. 
raden Nidelchen aus. Bis 360° konnte kein Schmelzen festgestellt werden, 

Es ist hygroskopisch! 

Zur Analyse wurde nochmals mit Pyridin aus der Hiilse extrahiert. 

Die Substanzmengen wurden jeweils im Schweinchen bei 80° im Hoch- 

vakuum iiber Paraffin, P,O, und Atzkali bis zur Konstanz getrocknet. 
4,567 mg Subst.: 11,820 mg CO,, 3,075 mg H,O. — 4,145 mg Subst.: 
0,510 com N, (20°, 715 mm). — 5,089 mg Subst.: 1,410 mg AgCl. 
C,.H,,N;Cl (501,790) Ber. © 71,74 H 7,23 N 13,96 Cl 7,07 
Gef. ,, 70,59 ,, 7,53 ,, 18,49 ,, 6,85. 
Das Aminhydrochlorid zeigt ein neutrales Porphyrin-Spektrum, das im 


ersten und dritten Streifen etwas nach Blau und im vierten und fiinften | 


Streifen gegeniiber dem des Pyrroporphyrins nach Rot verschoben ist. Das 
ganze Spektrum erscheint etwas zusammengezogen. 

Spektrum in Pyridin: 

I. 624,2—619,8; II. Schatten etwa 596; III. 581,0... 
IV. 538,6—525,6; V. 512,0—483,2; End-Abs. etwa 435. 

Reihenfolge der Intensititen: V, IV, I, III, II. 


1,3,5,8-Tetramethyl -2,4-diathyl-7-(athyl-w-amin)-porphin (VIII). 


1g Aminhydrochlorid (VII) wird mit 100 cem 5°/,iger methylalkoholischer 
Kalilauge 2 Stdn. am RiickfluBkiihler gekocht. 
gegossen und das ausgeflockte Porphyrin abfiltriert. 
Waschen mit heiBem Wasser wird der Niederschlag getrocknet und mit 
Methylalkohol aus der Hiilse extrahiert. Schmelzp. 194° 


Zur Analyse wurde nochmals mit Methylalkohol aus der Hiilse extra-’ 


hiert und dann im Hochvakuum bei 80° iiber Paraffin, P,O, und Atzkali 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


3,812 mg Subst.: 
0,613 ccm N, (22°, 719 mm). 


Gef. 


C 77,37 
» 17,06 


H 7,58 WN 15,05 
» 7,40 4, 14,80. 
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Die Methoxylbestimmung ist negativ; bei der Chlorbestimmung wurden 
unwiigbare Spuren von Silberchlorid gefunden. 
Spektroskopisch ist Identitét mit Pyrroester vorhanden. 


1,3,5,8-Tetramethyl -2,4-diathyl-7 thyl-w-benzoylamin)-porphin 
(IX). 0,5g Aminhydrochlorid (VII) werden in 50 cem 0,5°/,iger Salzsiure 
gelést, 3g Benzoylchlorid zugesetzt, geschiittelt und 100 ccm 10°/,ige Natron- 
lange zugegeben. Dann wird bis zur vollstiindigen Zerstérung des Benzoyl- 
chlorids etwa 2 Stdn. auf der Schiittelmaschine heftig geschiittelt. Es wird 
abfiltriert und das zuriickbleibende Porphyrin mehrmals mit heiBem Wasser 
zur Entfernung des benzoesauren Natriums gewaschen. Dann wird ge- 
trocknet und mit Aceton aus der Hiilse extrahiert. Der Benzoylkérper kry- 
stallisiert in blauvioletten Prismen vom Schmelzp. 301° aus. 

Zur Analyse wurde nochmals mit Aceton aus der Hiilse extrahiert und 
iiber Paraffin, P,O, und Atzkali bei 80° zur Konstanz getrocknet. 


5,025 mg Subst.: 14330 mg CO,, 3,120 mg H,O. 
C,,H,pN,O (569,35) Ber. C 77,98 H 6,90  Gef. C 77,77 H 6,95. 


Spektroskopisch ist keine Verschiebung gegeniiber Pyrroester zu beob- 
achten. 

1,3,5,8-Tetramethyl-2,4-diathyl-7-(athyl-w-benzoylamin)-porphin- 
Kupfersalz (X). 0,1 g Benzoylamin (IX) vom Schmelzp. 301° wird in 
wenig heiBem Pyridin gelést und eine heiBe Lésung von Kupferacetat und 
Kisessig hinzufiltriert. Es wird aufgekocht, bis das Porphyrinspektrum 
vollstindig zugunsten des Komplexsalzspektrums verschwunden ist. Beim 
Erkalten und Stehenlassen krystallisiert das Kupfersalz in hellroten, leuch- 
tenden Nadeln aus. Es wird abfiltriert und mit Aceton und Ather ge- 
waschen. Schmelzp. 304°. 

Zur Analyse wurde das Kupfersalz mit Aceton aus der Hiilse extra- 
hiert und im Hochvakuum bei 80° iiber Paraffin, P,O, und Atzkali bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. 


5,010 mg Subst.: 12,905 mg CO,, 2,680 mg H,O, 0,605 mg CuO. 


C,,H,,N,OCu (630,91) Ber. C 70,37 H 5,91 Cu 10,08 
Gef. ,, 70,25  ,, 5,99 9,65 


Spektroskopisch herrscht Identitit mit Pyrroporphyrin-Kupfersalz. 


1,3,5,8-Tetramethyl-2, 4-diathyl-7-(athyl-w-diacetylamin)-porphin 
(XI). 1. Darstellung: 1 g frisch bereitetes Pyrroporphyrinazid (III) wird 
mit 100 cem 50°/,iger Essigsiure 4 Stunden am Riickflu8kiihler gekocht. 
Die Lésung wird im Vakuum zur Trockene eingedampft. Der Riickstand 
wird mit 50 cem Essigsiiureanhydrid 12 Stunden am Riickflufkiihler gekocht. 
Das Essigsiiureanhydrid wird im Vakuum abdestilliert. Der trockene Riick- 
stand wird aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert. 

2. Darstellung: 0,1 g Aminhydrochlorid (VII) wird mit 20 ccm 
Essigsiureanhydrid und etwas festem Natriumacetat 2 Stunden am RiickfluB- 
kiihler gekocht. Das Essigsiureanhydrid wird im Vakuum abdestilliert. 
Der trockene Riickstand wird wiederum aus Pyridin—Methylalkohol um- 
krystallisiert. 

Das Diacetylamin krystallisiert in wetzsteinformigen braunroten Kry- 
stallen, die in auffallendem Licht dunkelviolett erscheinen, vom Schmelz- 
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punkt 276° aus. Der Mischschmelzpunkt aus beiden Darstellungsarten ergah 
keine Depression. 

Zur Analyse wurde zweimal aus Pyridin-Methylalkohol umkrystalli. 
siert und im Hochvakuum bei 80° iiber Paraffin, P,O,, Atzkali zur Ge. 
wichtskonstanz getrocknet. 


3,025 mg Subst.: 13,860 mg CO,, 3,200 mg H,O. — 3,020 mg Subst. 
0,355 ecm N, (23°, 713 mm). 


C,2Hs,N,O0 (507,340): Monoacetylamin. 

C,H, 5N,0, (549,350): Diacetylamin. 
Monoacetylamin: Ber. C 75,69 H 7,35 N 13,81 
Diacetylamin: Ber. ,, 74,27 » 1,88 », 12,75 

Gef. ,, 74,48 » 7,06 y 12,72. 


Spektroskopisch ist Identitiéit mit Pyrroester vorhanden. 


1,3,5,8-Tetramethyl1-2,4-diathyl-7-(athyl-w-diacetylamin)-porphin. 
Kupfersalz (XII). 0,2 g¢ Diacetylamin (XI) werden in 20 cem hei8em Eis- 
essig gelést und eine heiBe filtrierte Lésung von Kupferacetat in Eisessig 
hinzugegeben. Es wird bis zum Umschlag des Spektrums kurz aufgekocht 
und erkalten gelassen. Das Kupfersalz krystallisiert in hellroten Nidelchen 
vom Schmelzp. 251° aus. 


Zur Analyse wurde zweimal aus Pyridin—Methylalkohol umkrystalli- 
siert und bei 80° im Hochvakuum iiber Paraffin, P,O,; und Atzkali bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. 


4,523 mg Subst.: 11,1830 mg CO,, 2,455 mg H,O, 0,604mg CuO. — 

3,710 mg Subst.: 0,393 cem N, (22°, 719 mm). 
C,,H;,N;0,Cu (610,90) Ber. C 66,79 H6,10 N 11,46 Cu 10,41 
Gef. ,, 67,11 ,, 6,07 ,, 11,60 ,, 10,66. 


Spektroskopisch ist keine Verschiebung gegeniiber dem Kupfersalz 
des Pyrroporphyrinmethylesters festzustellen. 


1, 3, 5, 8- Tetramethyl -2,4-diathyl -7-(athyl-w-dimethyl-amino-di- 
methylsulfat)-porphin (XIII). ig Amin (VIII) wird mit 10 cem Di- 
methylsulfat und 100 ccm 10°/,iger Natronlauge in einer Stépselflasche auf 
der Schiittelmaschine bis zur vollstiindigen Zerstérung des Dimethylsulfats 
heftig geschiittelt. Das auskrystallisierte Porphyrin wird abgesaugt und 
mehrmals mit heiBem Wasser gewaschen. Der Riickstand wird mit Pyridin 
aus der Hiilse extrahiert und krystallisiert in violetten Nidelchen aus. Bis 
320° ist kein Schmelzpunkt zu beobachten. 


Zur Analyse wurde nochmals mit Pyridin aus der Hiilse extrahiert 
und iiber P,O,, Paraffin und Atzkali bei 80° im Hochvakuum bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet. 


4,887 mg Subst.: 11,600 mg CO,, 3,160 mg H,O. — 3,394 mg Subst.: 
0,340 cem N, (23°, 716 mm). — 5,475 mg Subst.: 2,190 mg BaSO,. — 3,645 mg 
Subst.: 1,565 mg AgJ. 

C,,HyN,SO, (619,47) 
Ber. © 65,85 H 7,32 N 11,31 S 5,18 OCH, 5,01 
Gef. ,, 64,74 y 1,24 » 10,91 , 5,49 » 5,67. 
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Spektroskopisch ist in Pyridin nur eine leichte Verschiebung des 
vierten Streifens gegeniiber dem Spektrum des Aminhydrochlorids (VII) in 
Pyridin zu beobachten. 

Es wurde auBerdem die Methylierung des Aminhydrochlorids (VII) 
mit Dimethylsulfat und Natronlauge genau wie vorher beschrieben durch- 
gefiihrt. Bei der Analyse wurde Chlor gefunden. 

1,3,5,8-Tetramethyl-2,4-diathyl-7-vinylporphin (XIV). 1g des 
vollstindig methylierten Amins (XIII) wird mit 100 ccm 10°/,iger methyl- 
alkoholischer Kalilauge 3 Stunden am Riickflufkiihler gekocht. Es tritt 
guerst Lésen und nachher Auskrystallisieren eines K6érpers ein. Dieser 
konnte abfiltriert, mit Wasser gewaschen (zur Entfernung des gebildeten 
Kaliumsulfates) und dann aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert werden. 
Er krystallisiert in Nadeln vom Schmelzp. 269°. 

Zur Analyse wurde zweimal aus Pyridin-Methylalkohol umkrystalli- 
siert und iiber P,O,, Paraffin und Atzkali bei 80° im Hochvakuum bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. 


4,026 mg Subst.: 11,825 mg CO,, 2,577 mg H,O. — 3,871 mg Subst.: 
0,430 cem N, (21°, 721 mm). 


CyoHy.N, (448,292) Ber. C 80,30 H17,20 N 12,50 
Gef. ,, 80,11 ,, 7,16 ,, 12,24. 


Spektrum in Ather: 

J. 630,5—625,3; II. Schatten etwa 601; III. 586,7.. . 563,5—559,5; 
IV. 540,2—525,6; V. 510,2—484,3; End-Abs. etwa 435. 

Reihenfolge der Intensititen: V, IV, I, III, II. 

Das Spektrum ist gegeniiber dem des Pyrroporphyrins in allen Streifen 
nach Rot verschoben. 

1,3,5,8-Tetramethyl-2,4-diathyl-7-vinylporphin-Kupfersalz (XV). 
0,1 g des Vinylporphyrins (XIV) vom Schmelzp. 269° wird in wenig Pyridin 
gelést und mit einer hei8en filtrierten Lésung von Kupferacetat in Eisessig 
versetzt. Es wird aufgekocht bis zum Verschwinden des Porphyrinspektrums. 
Dann wird etwas heiBber Methylalkohol hinzugegeben. Das Kupfersalz kry- 
stallisiert in hellroten Nadeln vom Schmelzp. 229—230°. 

Zur Analyse wurde 2 mal aus Pyridin-Methylalkohol umkrystallisiert 
und iiber P,O,, Paraffin und Atzkali bei 80° im Hochvakuum bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet. 

5,084 mg Subst.: 13,145 mg CO,, 2,775 mg H,O, 0,794 mg CaO. — 
3,267 mg Subst.: 0,321 cem N, (22°, 722 mm). 

C,,H,N,Cu (509,842) Ber. C 70,61 H 5,93 N 10,99 Cu 12,47 
Gef. ,, 70,51 ,, 6,10 ,, 10,277 ,, 12,48. 

Spektrum in Pyridin—Ather: 

I. 574,83—558,2; II. verw. etwa 537,0 bis etwa 522; End-Abs. 430. 

Reihenfolge der Intensititen: I, II. 

Das Spektrum ist gegeniiber dem des Pyrroporphyrinester-Kupfersalzes 
deutlich nach Rot verschoben. 

Reduktion des Vinylporphyrins (XIV) zu Pyrrodtioporphyrin 
(1,3,5,8-Tetramethyl-2,4,7-triathylporphin) (XVI). 10 mg Vinylpor- 
phyrin (XIV) werden in Eisessig gelést und mit 1 cem einer mit Phos- 

5* 
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phoniumjodid entfirbten Jodwasserstoff—Eisessiglésung 60 Sekunden auf 
dem siedenden Wasserbad behandelt. Es wird in Eiswasser gegossen, das 
Porphyrin in Ather getrieben und in der tiblichen Weise mit Salzsiiure 
fraktioniert. Die Salzsiurezahl des entstandenen Produktes ist 2,7. Es ist 
spektroskopisch identisch mit Pyrroporphyrin und gibt bei dem Misch. 
schmelzpunkt mit Pyrroitioporphyrin bei 278° keine Depression. Durch 
Uberleiten von Bromdampf iiber das in Eisessig geléste Porphyrin wurde 
die Bromierung durchgefiihrt. Das Bromderivat ist spektroskopisch identisch 
mit Brompyrroatioporphyrin und hat auch die gleiche Salzsiiurezahl 10, 
Somit ist restlose Identitét mit Pyrroitioporphyrin und Aufhydrierung der 
Vinylgruppe erwiesen. 

Umsetzung des Vinylporphyrins (XIV) mit Diazoessigester (XVII). 
10 mg Vinylporphyrin (XIV) werden mit 2 ccm Diazoessigester 8 Stunden im 
siedenden Wasserbad behandelt. Es tritt z.T. Zerstérung des Porphyrins 
ein. Die Lésung wird in Ather gegeben, der Diazoessigester mit Salzsiiure 
zerstért und das Porphyrin mit 10°/,iger Salzsiure ausgezogen und dann 
mit Natronlauge wieder in Ather getrieben. Die atherische Lésung wird 
eingeengt und zeigt ein Spektrum, das gegentiber dem des Ausgangsmaterials 
nach Blau verschoben ist. Gegeniiber Pyrroporphyrinester besteht eine 
Verschiebung von etwa 1 mu nach Rot. 


Spektrum in Ather: 

I. 626,6—622,0; II. Schatten etwa 599; III. 582,2... 570,5—567,4; 
IV. 534,5—523,2; V. 509,0—481,5; End-Abs. etwa 440. 

Reihenfolge der Intensititen: V, IV, I, III, II. 


Das Porphyrin wurde nun durch Kochen mit wenig 10°/,iger methyl- 
alkoholischer Kalilauge am Riickflu8kiihler verseift. Die Lésung wurde in 
Ather gegeben. Das Porphyrin la8t sich jetzt mit Natronlauge aus dem 
Ather ausziehen. Es wird mit Siure wieder in Ather getrieben, siurefrei 
gewaschen und die trockene filtrierte Lésung mit einer dtherischen Lésung 
von Diazomethan versetzt. Es wird kurz stehen gelassen. Jetzt liBt sich 
das Porphyrin nicht mehr mit Natronlauge aus dem Ather herausholen, ein 
Zeichen, dab eine in den Porphinverband eingetretene Carbonsiiure wieder 
verestert sein muBte. Somit ist auch mit der Anlagerung des Diazoessig- 
esters der Beweis fiir die Vinylgruppe in Stellung 7 am Porphinkern erbracht. 

Bei der Verseifung und anschlieBenden Wiederveresterung konnte 
spektroskopisch keine Verinderung gegeniiber dem oben beschriebenen 
Spektrum festgestellt werden. 


Bromierung des Vinylporphyrins (XIV) zu 6,7-Dibrom-1,3,5,8- 
tetramethyl -2,4-diathylporphin (Dibromdeuteroatioporphyrin V1) 
(XVIII). 100 mg Vinylporphyrin (XIV) werden in Chloroform gelést. Es 
werden 4 ccm einer Brom-Eisessiglésung (1:4) hinzugegeben. Nach kurzem 
Stehen werden 100 cem Aceton hinzugefiigt und 4 Stunden stehen gelassen. 
Die Lésung wird im Vakuum zur Trockene eingedampft. Dann wird mit 
Pyridin kurz aufgekocht und Ather hinzugefiigt. Nach Stehenlassen kry- 
stallisiert ein Kérper aus, der aus Pyridin-Methylalkohol nochmals um- 
krystallisiert wird. Bis 360° wurde kein Schmelzen beobachtet. 

Zur Analyse wurde nochmals aus Pyridin—-Methylalkohol umkrystalli- 
siert und iiber P,O,, Paraffin und Atzkali bei 80° im Hochvakuum bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. 
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4,177 mg Subst.: 10,105 mg CO,, 2,185 mg H,O. — 2,758 mg Subst.: 
1,822 mg AgBr. — Aschegehalt 0,3°/,. 
C,,HasN,Br, (580,092) Ber. C 57,92 H 4,86 Br 27,56 
Gef. ,, 57,69 ,, 5,00 ,, 28,11. 


Das Spektrum in Pyridin zeigt gegeniiber dem Spektrum des Ausgangs- 
materials eine Verschiebung nach Rot. Es zeigt auch gegentiber dem des 
Brompyrroporphyrins eine Verschiebung nach Rot. Es ist sehr unscharf. 


Spektrum in Pyridin: 

I. 633,0—627,5; II. Schatten etwa 603; III. 588,7...575,6—571,7; 
IV. 549,0—535,5; V. 518,7—498,6; End-Abs. etwa 445. 

Reihenfolge der Intensititen: V, IV, I, I, Il. 


Die Mutterlaugen von Pyridin—Ather werden zur Trockene eingedampft, 
mit Ather aufgenommen und aus Ather-Methylalkohol umkrystallisiert. Es 
krystallisiert ein K6rper in Nidelchen vom Zersetzungsp. 193°. Zur besseren 
Reinigung wird nochmals aus Ather-Methylalkohol umkrystallisiert. Eine 
Analyse konnte wegen Substanzmangel nicht durchgefiihrt werden. 

Das Spektrum in Ather war gegeniiber dem Kérper XVIII auBer- 
ordentlich scharf. Es war gegeniiber dem Vinylporphyrin im ersten und 
dritten Streifen nach Blau und im vierten wenig nach Rot verschoben. 
Gegeniiber Pyrroporphyrin ist das ganze Spektrum nach Rot verschoben. 


Spektrum in Ather: 

I. 628,0—623,3; II. Schatten etwa 599; III. 585,3.. .572,6—568,3; 
IV. 541,0—527,2; V. 512,0—484,4; End-Abs. etwa 440. 

Reihenfolge der Intensititen: V, IV, I, III, Il. 


Anlagerung von Bromwasserstoff an Vinylporphyrin (XIV) und 
Hydrolyse zu 1,3,5,8-Tetramethyl-2,4-diathyl-7-(«-oxathyl)-porphin 
(XIX). 200 mg Vinylporphyrin (XIV) werden mit 30 cem Bromwasserstoff- 
Eisessig (nach Kahlbaum) 24 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. 
Der Bromwasserstoff-Eisessig wird bei gewohulicher Temperatur im Vakuum 
abgedampft und das Bromwasserstoffanlagerungsprodukt mit verdiinnter 
Natronlauge hydrolysiert. Es wird in Ather getrieben und mit 2°/, iger 
Salzsiiure herausfraktioniert. Dann wird wieder in Ather getrieben, die 
itherische Lésung eingeengt und hei8 mit Methylalkohol versetzt. Man 
mu8 sehr stark einengen, um Krystallisation zu erhalten, da der Alkohol 
relativ leicht in den meisten Lésungsmitteln (auBer Wasser) léslich ist. 

Zur Analyse wird noch zweimal mit Methylalkohol extrahiert und 
im Hochvakuum bei 80° iiber P,O,, Paraffin und Atzkali bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 


4,425 mg Subst.: 12,725 mg CO,, 2,865 mg H,O. — 3,574 mg Subst.: 
0,387 cem N, (25°, 718 mm). 

C,,Hs,N,O (466,302) Ber. C 77,20 H735 N 12,02 

Gef. ,, 78,48 ,, 7,24 ,, 11,99. 

Die Analyse zeigt, da8 die Trockentemperatur zu hoch war und 
Wasserabspaltung und somit Umkehrung des Prozesses zum Ausgangsmaterial 
vorhanden war. 

Das Spektrum zeigt nur im ersten Streifen eine ganz geringfiigige 
Verschiebung nach Rot gegeniiber dem Spektrum des Pyrroporphyrins. 








70 Fischer u. Haarer, Uber ein Amin- und Vinylporphyrin usw. 


Wasserabspaltung aus dem Alkohol (XIX) und Rickgewinnung 
des Vinylporphyrins(XIV). 2mg des Alkohols (XIX) werden im Hochvakuuy, 
2 Stunden auf 120° erhitzt. Bei der spektroskopischen Untersuchung des 
Materials und auch beim Nehmen des Mischschmelzpunktes ergab sich voll. 
stiindige Ubereinstimmung mit dem Vinylporphyrin (XIV). Die Abspaltung 
von Wasser konnte also genau wie beim Himatoporphyrin zu Protoporphyriy 
vorgenommen werden. 

Bei mehrstiindigem Stehenlassen einer Probe des Alkohols (XIX) in 
konzentrierter Schwefelsiiure konnte auch eine Wasserabspaltung erreicht 
werden, wie spektroskopisch festzustellen war. 


Darstellung von Pyrrochlorin und Pyrroporphyrin aus dem 
Gemisch von Pyrrochlorin- und Pyrroporphyrin-hydrazid (XXI). Das 
Gemisch der Hydrazide, wie es beim Driicken von Pyrroporphyrinester mit 
Hydrazinhydrat und Methylalkohol gewonnen wird, wird mit 10°, iger 
Salzsiure 2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Es wird i in Ather getrieben 
und aus dem Ather auf Grund der verschiedenen Salzsiurezahlen: Pyrro- 
porphyrin (1,3) und Pyrrochlorin (7) voneinander getrennt. Jeder der beiden 
Kérper wurde fir sich in Ather getrieben, mit Diazomethan verestert und 
durch die Estermischschmelzpunkte identifiziert. 


Darstellung von Pyrrorhodin aus Pyrroporphyrinhydrazid (XX), 
100 mg Pyrroporphyrinhydrazid (I) werden in verdiinnter Schwefelsiure 
gelést und tropfenweise unter Umschiitteln mit einer Lésung von Kalium- 
permanganat in Wasser bis zum vdlligen Umschlag des Spektrums versetzt, 
Es wird dann in Ather gegeben und das Rhodin mit 7°, iger Salzsiure 
nach Entfernung des nicht umgesetzten oder bei der Reaktion verseiften 
Pyrroporphyrinhydrazids ausgezogen, wieder in Ather getrieben, mit Wasser 
gewaschen und die dtherische Liésung eingedampft. Das Rhodin krystalli- 
siert bei der Zugabe von Methylalkohol aus. Es wird durch sein Spektrum, 
seinen Mischschmelzpunkt mit anderem synthetischem Material, der bei 
280° liegt und keine Depression ergibt, als solches identifiziert. Der Uber- 
gang in Pyrroverdin gelang auch nach 10stiindigem Stehen in 7°, iger 
Salzsiure. 
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Neue Synthese von Methoxy-pyrromethenen 
und bilirubinoiden Farbstoffen’), 
Von 
Hans Fischer und Joseph Aschenbrenner. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. August 1934.) 


Fir bilirubinoide Farbstoffe sind ein sehr geeignetes Aus- 
gangsmaterial die einfach gebromten Pyrromethene folgenden 


Konstitutionstyps 








i H, a —C(,H, 
NH N-HBr 


die bei der Umsetzung mit Natriummethylat oder Silber- bzw. 
Kaliumacetat Brom austauschen gegen Hydroxyl bzw. die sub- 
stituierte Hydroxylgruppe. Dioxy-pyrromethene sind bis jetzt un- 
bekannt. Als Ausgangsmaterial sollten 5,5’-Dibrom-pyrromethene 
ohne weiteres dienen kénnen, wenn sie sich entsprechend den 
oben angegebenen Reaktionen umsetzen lieben. Es wurden des- 
halb die folgenden drei Pyrromethene untersucht, und zwar: 


1.)5,5’-Dibrom-4, 4’-dimethyl-pyrromethen-3, 3’-dipropionsaure- 


hydrobromid (I)%). 
2.) 5, 5’- Dibrom-4, 4’- dimethy1-3, 3’- diathyl-pyrromethen-hydro- 


bromid (II)°). 
3.) 5,5’-Dibrom-3, 3’-dimethyl-pyrromethen-4, 4’-dipropionsiure- 


hydrobromid (II) ll 
<a CH,  4H,0, (tr 
By — Bry VU === CH 


H,C——=Ps 
NEBr . N-HBr II N 























1) 14, Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 13. Mitteilung, 
Diese Z. 226, 116 (1934). 

*) H. Fischer u. H. Andersag, Liebigs Ann. 458, 135 (1927). 

5) H. Fischer u. P. Halbig, Liebigs Ann. 452, 283 (1927). 

4) H. Fischer u. W. Lamatsch, Liebigs Ann. 462, 249 (1928). 
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‘PS ‘Ur 
oe ———— OY —— | " PS = —CH,CH,COOH 


N HBr _ Ill 


Trotz vieler ren wurde das Ziel nicht erreicht. Nach 
der Umsetzung mit methylalkoholischem Kali war immer nu 
1 Bromatom durch Methoxyl substituiert. Auch war die Reaktion 
mit Natriummethylat bzw. dem reaktionsfahigeren Kaliummethylat 
nur unter RiickfluB méglich. Nicht geeignet war die Silber- oder 
Kaliumacetat-Methode. 

Die im folgenden beschriebenen Versuche zeigten aber noch 
andere unerwartete Ergebnisse. Zuniichst konnten nach Umsetzung 
des Dibrom-pyrromethens (1) manchmal drei Reaktionspro- 
dukte isoliert werden. Zwei dieser entstanden nicht aus dem 
Ausgangsmaterial (I), vielmehr aus dem noch unbekannten 5-Brom- 
4,4’-dimethyl-5’-carbaithoxy-pyrromethen-3, 3’-dipropionsiure-hydro- 
bromid (IV). 

PS* *PS——CH, 


i 
| | statt Br = OH 
Br C \ 7 000C:H;  ,,COOC,H,“ = COOH = V 
NH IV N-HBr 
* PS = —CH,CH,COOH. 

Dies entsteht dann, wenn das fiir die Gewinnung von I not- 
wendige Ausgangsmaterial — 4,4’-Dimethyl-5,5’-dicarbithoxy-pyrro- 
methan-3, 3’-dipropionsiure') — nicht, wie angegeben, 6 Stunden 
lang mit 10°/,iger Natronlauge verseift wird, sondern kiirzer. Dann 
tritt halbseitige Verseifung ein, der Schmelzpunkt des Pyrromethan- 
gemisches liegt bei 186—187° (unscharf), und bei der Bromierung 
wird ein Gemisch der KérperI und IV erhalten. Selbstverstandlich 
kann man auch durch Variation der Bedingungen bei der Ver- 
seifung den Prozef so leiten, daB das interessante Pyrromethen IV 
sich als Hauptprodukt bildet. Die Trennung gelingt durch Ver- 
esterung mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff unter Eis—Kochsalz- 
kiihlung. 

Ks entsteht das 5,5’-Dibrom-4,4’-dimethyl-pyrromethen-3,3’- 
dipropionsiiuredimethylester-hydrochlorid, nicht aber der Trimethy]- 
ester des Pyrromethens IV. Die Veresterung geht hier unter gleich- 
zeitiger Substitution des Broms durch eine Oxygruppe vor sich 
und man erhialt den 5-Oxy-4,4’-dimethyl-pyrromethen-5’-carbon- 
siure-3,3’-dipropionsiuredimethylester (V). Dieses Oxy-pyrromethen 























’) H. Fischer u. Andersag, Liebigs Ann. 450, 217 (1927). 





dimet 
iiber 

Oxy-¢ 
beim 

Verat 
steht 
3,3'-d 
angel 


brom 
eine 

offen! 
sierw 


zur 

sivure 
ester 
darg 
Nade 
Pyri 
dipre 


Vv) 


Leid 
Brot 
Zu 
biliz 


gan 
Unl 
desk 
dem 
met 


Miir 











Neue Synthese von Methoxy-pyrromethenen usw. 73 


jst halogenfrei und hat einen scharfen Schmelzpunkt von 231°. 
Hierbei tritt Decarboxylierung ein und es entsteht der 5-Oxy-4,4’- 
dimethyl-pyrromethen-8, 3’- dipropionsiuredimethylester. Naheres 
iiber diesen K6rper vgl. S. 76. Die Gmelinsche Reaktion dieser 
Oxy-carbonsiure ist negativ und mit Ehrlichs Reagens erfolgt 
beim Erwirmen Griinfirbung. Mit Diazomethan gelingt neben 
Veriitherung auch die Veresterung der Carboxylgruppe. Es ent- 
steht der 5-Methoxy-4,4’-dimethyl - 5’-carbmethoxy - pyrromethen- 
3,3’-dipropionsiuredimethylester. Damit ist der Beweis fiir die 
angenommene Konstitution (V) erbracht. 

Im vorliegenden Falle gelingt also die Substitution des Kern- 
bromatoms mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff. Hiermit ist 
ene neue Bildungsweise fir Oxy-pyrromethene gegeben und 
offenbar ist durch den in 5’-stehenden Carbithoxyrest die Labili- 
sierung des 5-Bromatoms erfolgt. 

Die Umsetzung von I mit methylalkoholischem Kali fihrt 
zur 5’-Brom-5-methoxy-4, 4’-dimethyl-pyrromethen-3, 3’-dipropion- 
siure (vgl. VI). Diese ist schlecht zu reinigen. Ihr Dimethyl- 
ester wird am zweckmaBigsten mit methylalkoholischer Salzsiure 
dargestellt. Er ist bestaindiger und bildet ein in schénen roten 
Nadeln krystallisierendes Hydrochlorid. Daraus kann dann mit 
Pyridin der 5’- Brom-5-methoxy-4, 4’- dimethyl-pyrromethen-3, 3’- 
dipropionsiuredimethylester (V1) erhalten werden. 


H,C——=CH, -CH,COOCH, H,COOCH,C-H,C 


H,C-0\ J. -----CH | Br 
N NH 


CH, 

















VI 





In Ké6rper VI setzten wir zunichst groBe Erwartungen. 
Leider verliefen alle Versuche, das in 5’-Stellung verbleibende 
Bromatom durch OH oder H auf direktem oder indirektem Wege 
zu ersetzen, negativ. Auch die Uberfiihrung in krystallisierte 
bilirubinoide Farbstoffe gelang nicht?) 

Kérper IV ist nach oben Gesagtem bis jetzt rein nicht zu- 
ginglich. Immer ist von I mehr oder weniger beigemengt. Beim 
Umkrystallisieren wird das unstabile IV zerstért und man ist 
deshalb gezwungen, um die Derivate von IV zu erhalten, mit 
dem Gemisch von I und IV zu arbeiten. Dieses lift sich mit 
methylalkoholischem Kali umsetzen und es entstehen hierbei: 


) Niheres vgl. Dissertation Aschenbrenner. Techn. Hochschule, 
Miinchen 1984. 
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1, das Kalisalz der 5’-Brom-5-methoxy-4, 4’-dimethyl-pyrro. 
methen-3, 3’-dipropionsidure (vgl. VJ), 


2. das Kalisalz der 5-Brom-4,4’-dimethyl-pyrromethen-5’. 


carbonsiure-3,3’-dipropionsaure (VII), 
3. das Kalisalz der 5-Methoxy-4,4’-dimethyl-pyrromethen-5’. 
carbonsaure-3,3’-dipropionsiure (VIII). 











H,C-——Ps* Py 
Br CH Necasi PS in Formel VIII 
i al NZ sa _v 
, an it = CH,CH,COOCH, = Ix 
oe Oe ois an ia 
H,cOW --———-cH_—_|_ llcoonr 
a 2 VIII Ni * PS = —CH,CH,COOH 


Die Trennung des unveresterten Kérpers VI und Korpers VIII 
erfolgt iiber ihre Dimethylester. Jedoch sind diese nur roh von- 
einander zu isolieren, da sich leicht Mischkrystalle bilden. Daher 
muB ein derartiges Estergemisch mit Sodalésung in der Hitze 
getrennt werden. MHierbei geht der 5-Methoxy-4,4’-dimethyl- 
pyrromethen-5’-carbonsiure-4, 4’-dipropionsiuredimethylester (IX) 
in Lésung, wahrend der 6lig sich abscheidende Dimethylester VI 
nach Erkalten wieder erstarrt. 

Das Brom-carboxy-pyrromethen (VII) ist sehr unstabil, kann 
daher nicht umkrystallisiert werden. Etwas bestindiger ist sein 
Trimethylester, der mit Diazomethan entsteht. Verestert man 
dagegen mit Methylalkohol—Salzsiuregas, so erhilt man als End- 
produkt wiederum das Oxy-carboxy-pyrromethen (V). Die quanti- 
tative Umsetzung des Brom-carboxy-pyrromethens (VII) zum ent- 
sprechenden Methoxy-pyrromethen VIII gelingt glatt, wenn dem 
methylalkoholischen Kali ein Fiinftel des Volumens an Wasser 
zugesetzt wird. Die so gewonnene Siure gibt mit methyl- 
alkoholischem Chlorwasserstoff obigen Dimethylester (IX). Er be- 
sitzt 3 Methoxylgruppen. DaB hierbei die Carboxylgruppe un- 
verestert ist, laBt sich damit beweisen, daB das Ausgangsmaterial 
bei der Verseifung resultiert. Ferner ist er sodaléslich und 
schlieBlich kondensiert er mit Formaldehyd—Salzsiure unter 
Decarboxylierung zu einem bilirubinoiden Farbstoff. Diese Re- 

aktion wiire nicht méglich, wenn die Athergruppe zur Oxygruppe 
verseift, dagegen der Carboxylrest verestert wire. Letzterer geht 
mit Diazomethan in den 5-Methoxy-4,4’-dimethyl-5’-carbmethoxy- 
pyrromethen-3,3’-dipropionsiiure-dimethylester iiber. Dieser ist 
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identisch mit dem aus dem Oxy-carboxy-pyrromethen (V) und 
Diazomethan erhaltenen Trimethylester, wie Schmelzpunkt und 
Mischschmelzpunkt zeigen. 

Die Methoxy-pyrromethene VIII und IX geben mit Form- 
aldehyd und Salzsiure bilirubinoide Farbstoffe. Dagegen ist es 
nicht méglich in analoger Weise das Oxy-carboxy-pyrromethen V 
zu kondensieren. Offenbar beeinfluBt die in 5-Stellung sitzende 
Methoxygruppe die Haftfestigkeit der in 5’-Stellung befindlichen 
Carboxylgruppe soweit, daB unter Decarboxylierung Kondensation 
zum Bilirubinoid eintritt. Die Reaktion scheint einfache Syn- 
thesen doppelseitig symmetrisch gebauter Bilirubinoide zu er- 
miglichen. 

Methoxy-carboxy-pyrromethen (VIII) fiihrt somit, wie erwahnt, 
mit Formaldehyd—Salzsiure zu einem neuen isomeren Dimethoxy- 
koprobilirubin (X) folgender Konstitution: 

H,C—=PS* *P§-—CH, a Bw i 





























HCO. +—cH——4 cu, —4_)- —co—\_yocn, 
N NH X NH N 
* P§ = —CH,CH,COOH. 
(Di-(5-methoxy-4, 4’-dimethyl-pyrromethen-3, 3’-dipropionsiure) ]-methan. 

Mit Diazomethan geht dieser Farbstoff in den entsprechenden 
Tetramethylester iiber. Derselbe entsteht auch direkt aus dem 
Methoxy - carboxy - pyrromethen - dipropionsduredimethylester (IX) 
mit Formaldehyd und Salzsiiure. Beide Ester schmelzen bei 
152—153° und erfiillen die Gmelinsche Reaktion unter Wegfall 
der blauen Phase, wie dies fiir alle methoxylierten Bilirubinoide 
charakteristisch ist. 

Anders verliuft die Veresterung des Dimethoxy-koprobili- 
rubins (X) mit Methylalkohol-Chlorwasserstoff. Hier gibt das 
Bilirubinoid sehr wahrscheinlich ein Gemisch von Estern. Dieses 
hat keinen scharfen Schmelzpunkt mehr. Auch liegt der ge- 
fundene Wert von Methoxyl zwischen dem eines Dioxy-tetra- 
methylesters und Dimethoxy-tetramethylesters. Die Gmelinsche 
Reaktion ist wiederum positiv, wobei allerdings im Gegensatz 
zum Ester des Dimethoxy-bilirubinoids hier die blaue Stufe auf- 
tritt. Dies kann als Beweis dafiir gelten, daB freie Oxygruppen, 
wenigstens zum Teil, vorhanden sein miissen. Die Oxydation 
dieses Estergemisches mit Ferrichlorid—Kisessig fiihrt zu einem 
Ferrobilin}), Es krystallisiert in griin-blauen, in der Durchsicht 


1) H. Fischer u. H. Baumgartner, Diese Z. 214, 260 (1933). 
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rétlich erscheinenden Prismen. Sie sind in Chloroform mit griiney 
Farbe léslich und geben von dieser Stufe an die Gmelinsche 
Reaktion. Mit Zinkacetat erfolgt keine Urobilinreaktion. Die 
Lésungen des Farbstoffes zeigen oft Farbverinderungen von Griin 
nach Griinblau und Blau. 

Das durch Decarboxylierung aus Oxy-carboxy-pyrromethen V 
zu gewinnende Oxy-pyrromethen kondensiert mit Formaldehyd- 
Salzsiure leicht zum ([Di-(5-oxy-4,4’-dimethyl-pyrromethen-3, 3’. 


dipropionsiure-dimethylester)|-methan, einem gelben Korper, der & 


positive Gmelinsche Reaktion gibt. DaB es sich um einen 
bilirubinoiden Farbstoff handelt, geht auch aus dem Verhalten 
mit Ferrichlorid hervor. Er lift sich dehydrieren zu einem 
Ferrobilin, dessen Schmelzpunkt mit dem aus einem Gemisch 
erhaltenen Farbstoff identisch ist. 

Das Brom-carbithoxy-pyrromethen IV gibt mit Anilin in 
Alkohol oder Ather einen roten Farbstoff. Diese 5-Anilino-4,4’- 
dimethyl - pyrromethen-5’-carbonsiiure-3,3’-dipropionsiure _ fiihrt 
mit Diazomethan zum Trimethylester, der in schénen orange- 
farbenen T'afeln krystallisiert. Die unveresterte Siure hat kein 
Athoxyl mehr, so daB mit der Bildung des Anilinofarbstoffes 
auch Verseifung der Carbithoxygruppe erfolet. 

Die angefiihrten Umsetzungen des Dibrom-pyrromethens (I) 
wurden nun auf das in 3,3’-Stellungen alkylierte Dibrom-pyrro- 
methen (II) tibertragen. Es gibt mit methylalkoholischem Kali 
das 5’-Brom-5-methoxy-4,4’-dimethyl-3, 3’-diithyl-pyrromethen (X]). 














H,0——=(,H, — CH, 
XI H,CO, +———CH- qo 5 
N NH 


Dieses Pyrromethen ist leicht in Ather léslich. Nach Zu- 
satz von Methylalkohol krystallisieren daraus briunlich-gelb ge- 
farbte Prismen. In seinen Eigenschaften steht der Kérper dem 
Brom-methoxy-pyrromethen VI sehr nahe. Simtliche mit diesem 
durchgefiihrten Versuche wurden hier wiederholt; es konnten 
keine vom Pyrromethen VI abweichenden Reaktionen festgestellt 
werden. 

Die Umsetzung des Dibrom-pyrromethens II mit methyl- 
alkoholischem Kali hat aber ergeben, da8 auch hier ein Brom- 
carbithoxy-pyrromethen-hydrobromid als Beimengung vorhanden 
sein kann. Die Bildung des 5-Brom-4,4’-dimethyl-3,3’-diathyl-5’- 
carbathoxy-pyrromethen-hydrobromids (XII) ist wiederum auf das 
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| einseitig verseifte Dicarbithoxy-pyrromethan zuriickzufiihren. Die 
' Bromierung eines Gemisches von ein- und doppelseitig verseiftem 
Material gibt dann die beiden Pyrromethene II und XII. 


Setzt man diese mit methylalkoholischem Kali um,°so ent- 


 stehen das Brom-methoxy-pyrromethen XI und das Kalisalz der 


5-Methoxy -4, 4’- dimethyl -3,3’-diithyl-pyrromethen-5’-carbonsiure 
(XIII). 
C,H H,C,—=CH, 
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Die freie Siure wird aus der mit Wasser verdiinnten Lésung 
mit Essigsiure gefillt. Aus Methylalkohol krystallisiert sie in 
langen gelben Nadeln, die mit Diazomethan einen seidig-glanzenden 
Methylester geben, der fiir die Konstitutionsaufklirung von Wich- 
tigkeit war. Die Athergruppe des Kérpers XIII spaltet sich mit 
konzentrierter Salzsiure in Methylalkohol zur Oxygruppe auf und 
es entsteht die 5-Oxy-4,4’-dimethy]-3, 3’-diithyl-pyrromethen-5’- 
carbonsiure (XIV). 

Im Gegensatz zur Methoxyverbindung ist diese Oxy-carbon- 
siure sehr schwer léslich. Aus heifem Pyridin kann sie um- 
krystallisiert werden. Mit Formaldehyd und Salzsiure kondensiert 
sie nicht. Anders verhilt sich dagegen die Methoxy-carbonsiure 
XIII. Sie geht unter stiirmischer Decarboxylierung mit Form- 
aldehyd—Salzsiure in den doppelseitig symmetrisch gebauten Di- 
methyliither des Iso-iitio-bilirubins (XV) iiber; somit ist eine neue, 
wertvolle Erweiterung fiir derartige Synthesen gegeben. 














H,C——C,H, 4H,C,—CH, H,C;— C,H, H,C,——CH, 
H,COW as -— § i= ca o~ 
N NH XV NH N 


Versuche, bei dem Methoxy-pyrromethen XIII die Decarb- 
oxylierung und Entmethoxylierung mit Hilfe von Resorcin oder 
durch Natriummethylat zu erzwingen, waren negativ. Dagegen 
fiihrte die Umsetzung mit propylalkoholischem Kali und etwas 
Wasser bei 180—185° zum Ziele und es entsteht das 5-Oxy-4,4’- 
dimethy]-3, 3’-diithyl-pyrromethen (XVI). 
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H,C—$C.H, H,C, i % 
XVI | 
———=(H—____ Jn 








nia at Z 

N NH 

“Ganz ist auch bei dieser Reaktion die Bildung bilirubinoider Kérper 
nicht ausgeschlossen. So zeigt die propylalkoholische Mutterlauge starke 
Fluorescenz. Ferner gab das gewonnene Rohprodukt in nicht zu verdiinnter 
Chloroformlésung mit nitrithaltiger Salpetersiure sofortigen Farbumschlag 
nach Griin und Rot. Auch war nach Erhitzen mit Tierkohle und mehr. 
maligem Umkrystallisieren aus Essigester noch undeutliche, schwache 
Gmelinsche Reaktion zu beobachten. Der reine Farbstoff hat einen scharfen 
Schmelzpunkt (200°) und krystallisiert einheitlich in schrig abgeschnittenen 
Prismen. 

Mit Formaldehyd und Salzsiiure kondensiert er zum Iso-dioxy- 
itiobilirubin }), 

Das Dibrom-pyrromethen III gibt mit Methylalkohol—Salz. 
siure einen schén krystallisierenden Dimethylester. Auch hier 
gelingt mit methylalkoholischem Kali nur einseitige Substitution, 
Der so zu gewinnende Brom-methoxy-Kérper wird am zweck- 
maBigsten in seinen Dimethylester iibergefiihrt. Mit methylalko- 
holischer Salzsiure oder Diazomethan entsteht der 5’-Brom-5- 
methoxy -3,3’-dimethyl-pyrromethen-4, 4’-dipropionsiure-dimethyl- 
ester (XVII). Dieser ist isomer zum Pyrromethen-dipropionsiure- 
dimethylester VI. 








H,COOCH,CH,C——CH, H,C “aan 
XVII | | 
N NH 


Merkwiirdigerweise 14Bt sich das Dibrom-pyrromethen I mit 
Anilin zu einem krystallisierten Derivat nicht umsetzen, dagegen 
gelingt es, aus dem Brom-pyrromethengemisch IJ und XII mit 
Anilin in Alkoholen das 5,5’-Dianilino-4,4’-dimethyl-3,3’-diathyl- 
pyrromethen-hydrobromid neben der 5-Anilino-4,4’-dimethyl-3,3’- 
diithyl-pyrromethen-5’-carbonsiiure zu gewinnen. 

Die Basizitiit des Dianilinofarbstoffes ist stirker als die des 
Anilins. Letzteres fiihrt auch im Uberschu8 zum Hydrobromid 
des Pyrromethens. Mit wenig Anilin kann die Umsetzung des 
Pyrromethengemisches so geleitet werden, daB zuerst der disubsti- 
tuierte Farbstoff entsteht. Nach Zusatz von weiterem Anilin 
wird dann das Anilino-carboxy-pyrromethen ausgeschieden. Dieses 
ist rot, sein Methylester gelb. 





1) Vgl. H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 206, 187 (1932). 
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Das Hydrobromid des Dianilino-pyrromethens ist blau bis 


 yiolett gefarbt. Die Farbe schlagt nach Zusatz von Alkalien 
' pach Rot um. Der Farbstoff zeigt keinen charakteristischen 
; spektroskopischen Befund. In Ather ist die freie Verbindung 
- sehr leicht léslich. Beim Durchschiitteln mit Siuren erfolgt Ent- 
 firbung. Auch die roten alkoholischen Lésungen kénnen mit 


Siuren entfarbt werden, geben jedoch nach Zusatz von Alkalien 


wieder Rotfirbung. Ob die Farbabschwiichung durch Zersetzung 
_ oder Anlagerung an Doppelbindungen bedingt ist, wurde nicht 
weiter untersucht. 


Die Tatsache, daB mit Anilin Dianilinokérper zuginglich 


sind, zeigt, daB doppelseitige Substitution méglich ist. Ob die 
| Oxykérper existenzfaihig sind, mu8 die Untersuchung weiterer ge- 
_ bromter Pyrromethene vom Typ I bis III zeigen. 


Versuche. 


4, 4’-Dimethy]l - 5-carbathoxy-pyrromethan-5’- carbonsaure-3, 3’- di- 
propionsaéure. 4,4 g Dicarbithoxy-pyrromethan werden mit 40 ccm 10°/,iger 
Yatronlauge 15 Minuten lang auf dem Drahtnetz unter Riickflu8 verseift. 


' Nach Zusatz von 100 ccm Wasser wird unter starker Kiihlung mit Kalte- 


mischung mit verdiinnter Schwefelsiure bis zur schmutzig kongosauren 
Reaktion gefallt. Hierauf wird das Siuregemisch abgesaugt, mit viel Wasser 
ausgewaschen und im Vakuumexsiccator scharf getrocknet. Die Sauren 


' kénnen im Rohzustand bromiert werden. Aus Alkohol zweimal umkrystallisiert, 


haben sie einen unscharfen Schmelzp. von 186—187°. Ausbeute: 3,8 g. 


5,5’= Dibrom - 4, 4’ - dimethyl - pyrromethen - 3, 3’- dipropionsaure- 
hydrobromid (I) und 5-Brom-4, 4’-dimethyl]-5’-carbaithoxy-pyrromethen- 
3,8 -dipropionsdure-hydrobromid (IV). 4g gut getrocknetes obiges Pyrro- 
methan-Gemisch werden in 10 ccm Eisessig angeteigt und portionsweise mit 
einer Lésung von 5 g Brom in 20 ccm Eisessig bromiert. Nach einstiindigem 
Stehen saugt man von den ausgeschiedenen Krystallen ab, wascht mit etwas 
Eisessig, dann viel Ather nach und verarbeitet das Brompyrromethen-Gemisch 
nach Trocknen tiber Atzkali im Rohzustande. Umkrystallisieren aus Ameisen- 
siure fiihrt zur Zersetzung des Brom-carbaithoxy-pyrromethens. Das so um- 
krystallisierte Produkt schmilzt dann bei etwa 210° unter Zers. und ist athoxyl- 


frei. Ausbeute: 5 g Rohprodukt. 


5, 5’- Dibrom - 4, 4’- dimethyl - pyrromethen - 3, 3’-dipropionsauredi- 
methylester-hydrochlorid und 5-Oxy-4,4’-dimethyl-pyrromethen-5’- 
carbonsaure-3,3’-dipropionsauredimethylester (V). Gut getrocknetes Ge- 
misch von Dibrom-pyrromethen-hydrobromid (I) und Brom-carbathoxy- 
pyrromethen-hydrobromid (IV) wird in absolutem Methylalkohol aufgeschlammt 
und bei FeuchtigkeitsausschluB unter Eiskochsalzkiihlung mit langsamem, vor- 
getrocknetem Salzsiuregasstrom bis zur Sattigung verestert. Die ausgeschie- 
denen Krystalle werden abgesaugt, mit wenig methylalkoholischer Salzséure 
und dann absol. Ather nachgewaschen. Das Filtrat gibt nach Zusatz von viel 
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Ather unter Reiben mit dem Glasstab eine weitere Menge gut krystallisiertey 
Ester. — Sind bei der Veresterung Beimengungen an Brom-carbathoxy-pyrro. 
methen (IV) vorhanden, so scheiden sich diese nach lingerem offenem Steher 
aus der Mutterlauge in gelben Flocken ab. — Das Dibrom-pyrromethep. 
dipropionsauredimethylester-hydrochlorid wird in Chloroform gelést und yoy 
eventuell schwerléslichen violetten Krystallen abgesaugt. Diese sind wie eine 
nochmalige Veresterung zeigt, nichts anderes, als unverestertes Dibrom. 
pyrromethen-hydrochlorid. Die Chloroformlésung wird eingeengt und daraus 
werden mit Ather die schénen roten Prismen gefallt. Schmelzp. 200° unter Zers, 

5, 5’=-Dibrom - 4, 4’-dimethyl - pyrromethen -3, 3’-dipropionsauredi- 
methylester. Obiges Esterhydrochlorid wird in wenig Methylalkohol auf. 
genommen und tropfenweise unter Reiben mit dem Glasstab mit Pyridin ver. 
setzt. Hierauf saugt man ab, versetzt die Mutterlauge zur Erhéhung der Aus. 
beute mit dem gleichen Volumen an Wasser und erhalt dadurch einen etwas 
unreineren Dimethylester. Diesen wischt man mit sehr wenig Methylalkohol 
einmal nach. Die vereinigten Produkte werden aus Chloroform und Methyl. 
alkohol umkrystallisiert. Orangegefarbte Prismen vom Schmelzp. 136°. Zur 
Analyse wurde im Hochvakuum bei 40° getrocknet. 


4,758 mg Subst.: 8,060 mg CO,; 1,880 mg H,O. — 6,108 mg Subst.: 
0,307 ccm N, (21°, 713 mm). — 3,890 mg Subst.: 2,962 mg AgBr. — 3,595 mg 
Subst.: 3,275 mg AgJ. 

C,,H,.0,N,Br, Ber. C 45,41 H 4,41 N 5,57 Br 31,84 OCH, 12,35 
Gef. ,, 46,20 » 4,42 »» 5,48 »» 32,40 » 12,04. 


5-Oxy-4, 4’-dimethyl-pyrromethen-5 ’- carbonséure -8, 3’-dipropion- 
sauredimethylester (V). Das bei der Veresterung des Pyrromethen-Gemisches 
(I und IV) aus der mit Ather verdiinnten Mutterlauge ausfallende Oxy. 
pyrromethen (V) wird zur Beseitigung der letzten Reste von Dibrom-pyrro- 
methen-dipropionsduredimethylester-hydrochlorid mit heiBem Chloroform aus- 
gezogen und dann aus Pyridin umkrystallisiert. Mikroskopisch feine Nadeln 
vom Schmelzp. 231°. Die Gmelinsche Reaktion ist negativ, Ehrlichs 
Reagens gibt in der Warme Griinférbung. Die Substanz ist halogenfrei. 


5,330 mg Subst.: 11,605 mg CO,; 2,803 mg H,O. — 3,350 mg Subst.: 
0,206 ccm N, (17°, 718 mm). — 4,900 mg Subst.: 5,522 mg AgJ. 
Gef.  ,, 59,38 », 5,15 », 6,84 » 14,89. 


5-Methoxy -4, 4’-dimethyl-5’- carbmethoxy - pyrromethen -3, 3’-di- 
propionsduredimethylester. Obiger Dimethylester (V) wird in etwas Methy!- 
alkohol aufgeschlimmt und nach Zusatz einer Diazomethanlésung einen Tag 
stehen gelassen. Man dampft das Lésungsmittel ab und krystallisiert eventuell 
unter Zusatz von Tierkohle mit wenig Methylalkohol um. Gelbe Prismen vom 
Schmelzp. 94°. Mischschmelzp. mit dem aus Methoxy-carboxy-pyrromethen 
(VIII) mit Diazomethan erhaltenen Trimethylester (94°) gibt keine Depression. 


5’-Brom -5-methoxy -4, 4’-dimethy] - pyrromethen-3, 3’- dipropion- 
saure. 3 g Dibrom-pyrromethen-hydrobromid (I) werden mit 45 ccm 10°/,igem 
methylalkoholischem Kali 2 Stunden lang unter RiickfluB auf dem siedenden 
Wasserbad umgesetzt. Nach Erkalten saugt man von Bromkali und Zersetzungs- 
produkten ab, wascht mit etwas Methylalkohol nach und versetzt das Filtrat 
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mit etwa 200 ccm Wasser. Bei Zimmertemperatur wird mit verdiinnter Essig- 


siure bis zur vollstandigen Fallung versetzt. Hierauf wird der Niederschlag 
abgesaugt und gut getrocknet. Zur Veresterung und sonstigen Umeeteungen 


wird das Produkt roh verwendet. 
5’-Brom -5-methoxy -4, 4’- dimethyl] - pyrromethen -3, 3’-dipropion- 


- siuredimethylester (VI). — a) mit Diazomethan. 0,5 g getrocknetes 
 obiges Rohprodukt werden in etwas Methylalkohol aufgeschlammt und mit 
' Diazomethan in Ather iibergossen. Nach Stehen iiber Nacht dampft man 
' den Ather ab, worauf nach Erkalten der Ester auskrystallisiert. Man saugt 
| ab, reinigt die Krystalle mit siedendem Aceton unter Zusatz von Tierkohle 


9—3 Minuten lang und filtriert heiB. Der Riickstand wird mit warmem Aceton 


gut ausgewaschen, die vereinigten Lésungen werden eingeengt, worauf nach 
' Zusatz von Methylalkohol der Dimethylester langsam auskrystallisiert. Schéne 
_ braune Prismen vom Schmelzp. 93°. 


b) Mit Methylalkohol-Salzsaure. Die Veresterung erfolgt hier iiber 
das Hydrochlorid. Diese Methode eignet sich vorzugsweise fiir gréBere Ver- 


' esterungen. Man schlammt das Pyrromethen in absolutem Methylalkohol auf 
| und verestert unter Kihlung mit trockenem Salzsduregas bis zur Sattigung 


des Methylalkohols. Es scheiden sich anfangs schén rote Prismen ab, die zum 
Teil mit zunehmender Salzsiurekonzentration wieder in Lésung gehen. Hierauf 
filtriert man ab, wascht mit viel Ather nach und nimmt den Riickstand in 
Chloroform auf. Die Chloroformlésung wird von eventuell unveresterten rot 
bis violett gefirbten Krystallen abgesaugt. Die salzsaure Mutterlauge wird 
nach Zusatz von Ather von dem restlichen Ester befreit. Dieser gibt, zu der 
Chloroformlésung gebracht, den gewiinschten Dimethylester. Man engt die 


| Chloroformlésung stark ein und fallt mit Ather aus. Umkrystallisieren aus 
Chloroform-Ather. Schmelzp. bei 130° Dunkelfairbung, bei 174° Aufschiumen. 


NB.! Die in Chloroform unléslichen Krystalle kénnen mit Methyl- 
alkohol-Salzséuregas nachtraglich in den Dimethylester iibergefiihrt werden. — 
Beide Dimethylester unter a) und b) werden nur dann als einheitliches Produkt 
erhalten, wenn das Ausgangsmaterial keine weitere Beimengung enthilt. 


Darstellung des freien Dimethylesters (VI). Obiges Esterhydrochlorid 
wird in Methylalkohol aufgenommen und unter Reiben mit dem Glasstab bis 
zur vollsténdigen Farbverinderung mit Pyridin tropfenweise versetzt. Die 
ausgeschiedenen Krystalle werden abgesaugt und in Aceton—Methylalkohol 
umkrystallisiert. Schmelzp. 93°, Mischschmelzp. mit obigem Ester identisch. 


3,723 mg Subst.: 0,210 com N, (20°, 726mm). — 5,242 mg Subst.: 
2,065 mg AgBr. — 4,975 mg Subst.: 7,695 mg AgJ. 
C,»H,,0;N.Br Ber. N 6,18 Br 17,63 OCH, 20,53 
Gef. »» 6,28 » 16,76 » 20,42. 


5’-Brom -5-methoxy -4, 4’-dimethyl- pyrromethen -3, 3’-dipropion- 
siure und 5-Brom-4,4’-dimethyl-pyrromethen-5’-carbonsaure-3,3-di- 
propionséure (VII) neben 5-Methoxy-4,4’-dimethylpyrromethen-5’-car- 
bonséure-3,3’-dipropionsaure (VIII). 6g rohes Pyrromethen-Gemisch 
(I und IV) werden mit 90 ccm 10°/,igem methylalkoholischen Kali 2 Stunden 
unter RiickfluB umgesetzt. Nach Erkalten des Reaktionsproduktes wird von 
dem ausgeschiedenen Bromkali, sowie dunkelbraun gefarbten Kalisalzen der 
Kérper VII und VIII abgesaugt, der Riickstand mit etwas Methylalkohol 
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nachgewaschen und das Filtrat nach Zusatz von 400 ccm Wasser mit Essig. 
siure gefallt. Man erhalt so ein Gemisch von Brommethoxy-pyrromethen 
(vgl. VI) und Methoxy-carboxy-pyrromethen (VIII). Ausbeute: etwa 1,3 g, 

Der auf der Nutsche nach Absaugen des Reaktionsproduktes verbleibende 
Riickstand wird dann durch das Filter mit Wasser gelést und aus der Lésung 
mit Essigsiure das Gemisch von Brom-carboxy-pyrromethen (VII) und Meth. 
oxy-carboxy-pyrromethen (VIII) gefallt. Den Niederschlag saugt man ab und 
erhalt so etwa 2 g Rohprodukt, das, da VII unstabil ist, nicht umkrystallisiert 
werden kann. 


5’- Brom -5-methoxy -4, 4’- dimethyl] - pyrromethen -3, 3’-dipropion- 
sfuredimethylester (VI) und 5-Methoxy-4,4’-dimethyl-pyrromethen- 
5’-carbonsaure-3,3’-dipropionsauredimethylester (IX). Das aus obiger 
methylalkoholischer Mutterlauge nach Zusatz von Wasser gefallte Siuregemisch 
wird mit absolutem Methylalkohol unter Kiihlung bis zur Sattigung mit Salz- 
siuregas unter FeuchtigkeitsausschluB verestert. Ist ein gréBerer Uberschuf 
an Brom-methoxy-pyrromethen vorhanden, so krystallisiert dessen Ester als 
Hydrochlorid neben geringen Beimengungen von Hydrochloriden des Esters IX 
in der Mutterlauge aus. Man saugt ab und wischt mit etwas Ather nach. Diese 
Hydrochloride werden dann in Methylalkohol mit etwas Pyridin in die freien 
Ester tibergefiihrt. Nach Umkrystallisieren hat ein solches Estergemisch einen 
Schmelzp. von 96—98°. Gelbbraune Prismen als Mischkrystalle. 

Aus der Mutterlauge des Veresterungsproduktes werden nach Zusatz von 
viel absolutem Ather und Reiben mit dem Glasstab in der Hauptsache das 
Hydrochlorid des Methoxy-carboxy-pyrromethens (IX), dagegen nur mehr 
wenig vom Hydrochlorid des Brom-methoxy-pyrromethens(VI) ausgeschieden. 
Man nimmt dieses Gemisch ebenfalls in Methylalkohol auf und versetzt mit 
etwas Pyridin. 


Trennung der Estergemische (VI und IX). Die fraktionierte Krystalli- 
sation fiihrt nicht zum Ziel. Daher wird das Gemisch (VI und IX) in verdiinnter 
Sodalésung aufgeschlimmt und etwa 1 Minute lang unter Reiben mit dem 
Glasstab im siedenden Wasserbad erhitzt. Der Methoxy-pyrromethen-carbon- 
sdure-dipropiondimethylester (IX) geht in Lésung, wahrend sich der Brom- 
methoxy-pyrromethen-dipropionsaiuredimethylester (VI) dlig abscheidet. Nach 
Erkalten erstarrt dieser und kann von dem gelésten Natriumsalz abgesaugt 
werden. Er hat einen Schmelzp. von 93°. Die Mutterlauge gibt nach Ansauern 
mit Essigsaure Ko6rper VIII zuriick. 


5 -Methoxy -4, 4’-dimethy] - pyrromethen - 5’- carbonsaure -3, 3’-di- 
propionsaure (VIII). 1g trockenes Brom-carboxy-pyrromethen (VII) neben 
wenig beigemengtem Methoxy-carboxy-pyrromethen (VIII) wird mit 15 ccm 
15°/,igem methylalkoholischen Kali und 3ccm Wasser 1] Stunde unter RiickfluS 
umgesetzt. Es tritt wahrend der Reaktion bald Lésung ein. Hernach saugt man 
ab und fallt das Filtrat mit Essigsiure. Man laBt den Niederschlag sich ab- 
setzen, filtriert, wascht mit Wasser nach und lést in der nétigen Menge heibem 
Pyridin. Zu dieser Lésung setzt man gleiche Volumen Methylalkohol und 
Wasser zu, worauf nach Zugabe von wenig Eisessig das Pyrromethen aus- 
krystallisiert. Ein zweitesmal hei8 in Pyridin—-Methvlalkohol gelést und mit 
Wasser, dann Eisessig zur Krystallisation gebracht, erhalt man mikroskopisch 
feine Nadeln. Die Substanz beginnt sich bei 210° zu zersetzen und schéumt 
bei 218° auf. 
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4,383 mg Subst.: 9,375 mg CO,; 2,195 mg H,O. — 3,375 mg Subst.: 
9.025 mg AgJ. 
C,9Ha2N.0, Ber. C 58,43 H 5,68 OCH, 7,95 
Gef. », 58,33 », 5,60 » ia 


5 -Brom -4, 4’- dimethyl -5’- carbmethoxy - pyrromethen-3, 3’- dipro- 
pionsduredimethylester. Ein Gemisch von Brom-carboxy-pyrromethen (VII) 
und etwas Methoxy-carboxy-pyrromethen (VIII) wird mit Diazomethan in 
Ather aufgeschlammt und mehrere Stunden stehen gelassen. Man dampft den 
Ather ab und erhalt als Riickstand einen Syrup. Dieser krystallisiert nach 
Zusatz von etwas Methylalkohol unter Reiben mit dem Glasstab. Nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus Aceton—Methylalkohol erhalt man den einheit- 
lichen Ester. Orangegefarbte wetzsteinférmige Krystalle vom Schmelzp. 130°. 
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 40° getrocknet. Mischschmelzp. mit 
dem bei 136° schmelzenden Dibrom-pyrromethen-dipropionsaiuredimethylester 
ergab Depression. 


5,378 mg Subst.: 10,340 mg CO,; 2,545 mg H,O. — 4,958 mg Subst.: 
0,264 com N, (20°, 720 mm). — 3,435 mg Subst.: 1,360 mg AgBr. — 5,990 mg 
Subst.: 8,545 mg AgJ. 

C,,H,,0,N.Br Ber. C 52,37 H5,23 N 5,82 Br 16,61 OCH; 19,34 
Gef. ,, 52,44 ,, 5,29 ,, 5,88 ,, 16,85 » 18,85. 


5-Anilino-4,4’-dimethyl-pyrromethen-5’- carbonsaure-3, 3’-dipro- 
pionsdure. 2,2 g Pyrromethengemisch (I u. IV) werden mit 3,3 g Anilin in 
25 ccm Methyl- oder Athylalkohol eine gute halbe Stunde unter RiickfluB 
auf dem siedenden Wasserbad umgesetzt. Die Lésung farbt sich violett, 
ein Zeichen, daB stets Beimengungen von 5,5’-Dibrom-pyrromethen (I) vor- 
handen sind. Das Monanilid krystallisiert alsbald in schénen rotbraunen 
Prismen aus. Man saugt ab, wascht mit Methylalkohol gut nach und extrahiert 
den Riickstand mit Aceton aus der Hiilse. Zur Analyse wurde ein zweitesmal 
extrahiert. Rote Prismen vom Schmelzp. 213° unter Zers. Die Substanz war 
athoxyl- und halogenfrei. 


4,825 mg Subst.: 11,405 mg CO,, 2,460 mg H,O. — 2,074 mg Subst.: 
0,186 cem N, (21°, 718 mm). 
Gef. » 64,18 » 95,51 » 9,85.- 


_ 5-Anilino-4, 4’-dimethyl-5’-carbmethoxy-pyrromethen-3, 3’- dipro- 
pionséuredimethylester. Das Anilino-carboxy-pyrromethen wird in Methyl- 
alkohol aufgenommen und mit Diazomethan in Ather verestert. Ein sichtbarer 
Farbumschlag der roten Suspension in orangegefarbte Lésung tritt alsbald 
ein. Nach einiger Zeit krystallisiert der Trimethylester an der GeféSwand in 
groBen Tafeln aus. Man gieBt die Mutterlauge ab, vereinigt Riickstand sowie 
den aus der Mutterlauge durch Abdampfen gewonnenen Ester und krystallisiert 
aus Methylalkohol um. Orangegefarbte Tafeln vom Schmelzp. 130°. 


4,931 mg Subst.: 11,955 mg CO,, 2,820 mg H,O. — 3,200 mg Subst.: 
0,245 cem N, (21°, 718 mm). — 4,720 mg Subst.: 6,580 mg AgJ. 
CyH;,0,N; Ber. C 65,68 H6,33 N 8,51 OCH, 18,86 
Gef. » 66,12 ,, 6,40 ,, 8,40 » 18,42. 
6* 
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5-Methoxy-4, 4’-dimethyl-pyrromethen-5’- carbonsaure-3, 3’- dipro. 
pionsauredimethylester (IX). Trockenes Methoxy-carboxy-pyrromethey 
(VIII) wird mit absolutem Methylalkohol unter Einleiten von vorgetrockneten 
Chlorwasserstoff unter Kiihlung bis zur Sattigung der Lésung verestert. Man 
versetzt hierauf die Lésung mit viel absolutem Ather, wobei durch Reiben 
mit dem Glasstab orangegefarbtes, unbestandiges Hydrochlorid ausfiillr, 
Dieses erleidet unter gleichzeitiger Verseifung sowie Ubergang in einen freien 
Farbstoff leicht wieder Spaltung. Man nimmt daher den abgesaugten Ester 
in kaltem Methylalkohol sofort auf und versetzt ihn rasch mit der ndtigen 
Menge Pyridin. Reinigung mit Aceton—Tierkohle. Die Acetonlésung wird 
eingeengt, wobei nach Zusatz von Methylalkohol der freie Ester in prismatischen 
gelben Nadeln krystallisiert. Schmelzp. 167°. Die Analyse gab hier den 
Wert fiir 3 Methoxyl. 


4,790 mg Subst.: 10,515 mg CO,, 2,745 mg H,O. — 3,203 mg Subst. 
0,190 ccm N, (20°, 726 mm). — 3,705 mg Subst.: 6,180 mg AgJ. 
C,,H,,0,N, Ber. C 60,25 H 6,26 N6,69 OCH, 22,25 
Gef. ,, 59,87 » 6,41 », 6,60 22,04. 


5-Methoxy-4, 4’-dimethyl-5’-carbmethoxy-pyrromethen-3, 3’-dipro- 
pionsduredimethylester. 0,5 g Methoxy-carboxy-pyrromethen (VIII) werden 
in fein verteiltem Zustande in Methylalkohol suspendiert und mit Diazo. 
methan in Ather iiber Nacht stehen gelassen. Hierauf dampft man den Ather 
ab, gibt noch etwas Methylalkohol zu, kocht mit Tierkohle auf und saugt ab. 
Der Riickstand wird mit heiBem Methylalkohol gut ausgewaschen. Nach 
Einengen der Lésung krystallisiert der Trimethylester in schénen gelb- 
glanzenden Drusen vom Schmelzp. 94° aus. Mischschmelzpunkt mit dem aus 
Oxy-carboxy-pyrromethen (V) und Diazomethan erhaltenen Ester (94°) gibt 
keine Depression. Der Trimethylester kondensiert mit Formaldehyd und 
Salzsiure nicht. 


4,105 mg Subst.: 8,647 mg AgJ. 
C,.H,,0,N, Ber. OCH; 28,70 Gef. OCH, 27,83. 


[Di-(5-methoxy-4,4’-dimethyl-pyrromethen-3,3’-dipropionsaure) |- 
methan = Dimethoxy-koprobilirubin (X). 0,1 g Methoxy-carboxy-pyrro- 
methen-dipropionsaure (VIII) wird in 1 ccm 40°/,iger Formaldehydlésung 
aufgeschliammt, mit 2 ccm konzentrierter Salzsiure versetzt und mit dem 
Glasstab bis nach beendeter Kohlensdiureentwicklung verrieben. Nach 
5 Minuten Stehen gibt man etwa 15 ccm Wasser zu und saugt nach einer 
weiteren halben Stunde das ausgeschiedene Hydrochlorid ab. Dieses wird 
entweder in verdiinntem Ammoniak gelést und nach Zusatz des gleichen 
Volumens Alkohol mit Essigsiure gefallt oder man suspendiert es in Alkohol 
und verreibt bis zum vollstéindigen Farbumschlag mit der nétigen Menge 
Pyridin. Die Mutterlaugen sind stark griin gefairbt, ein Zeichen, daB leicht 
lésliche Dehydrokérper des Farbstoffes infolge Oxydation entstanden sind. 
Der freie Farbstoff wird in Pyridin heiB gelést und mit dem doppelten Volumen 
Alkohol zur Krystallisation gebracht. Die Saure krystallisiert in Klumpen, 
die aus feinen Nadeln vom Schmelzp. 253° unter Zers. bestehen. Die Gmelin- 
sche Reaktion ist nicht eindeutig, da der Farbstoff sehr schwer in Chloroform 
léslich ist. 
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4,930 mg Subst.: 11,445 mg CO,, 2,835 mg H,O. — 3,935 mg Subst.: 
0,289 com Ng (20°, 716 mm). — 4,105 mg Subst.: 2,700 mg AgJ. 
C37HagNsO10 Ber. C 63,03 H 6,29 N 7,95 OCH, 8,80 
Gef. ,, 63,31 » 6,43 »» 8,06 » 8,69. 


[Di-(5-methoxy -4, 4’-dimethyl-pyrromethen-3, 3’- dipropionséure- 
dimethylester) ]-methan = Dimethoxy -koprobilirubin - tetramethylester. 
a) Mit Diazomethan. 0,5 g Saure werden in Methylalkohol aufgeschlammt 
und mit Diazomethan '/, Tag stehen gelassen. Man dampft fast bis zur Trockene 
ein und nimmt in Chloroform auf. Umkrystallisieren aus Chloroform und 
Aceton. Gelbbraune mikroskopisch feine Krystalle vom Schmelzp. 152—153°. 
Der Farbstoff geht beim Kochen der Chloroformlésung mit Tierkohle teilweise 
jn seine Dehydroverbindung iiber. Diese wurde bis jetzt noch nicht isoliert; 
sie ist sehr leicht léslich. 


4,812 mg Subst.: 11,415 mg CO,, 3,035 mg H,O. — 3,025 mg Subst.: 
0,204 com N, (20°, 714 mm). — 3,995 mg Subst.: 6,990 mg AgJ. 
Cy, Hs2N4010 Ber. C 64,70 H6,89 N 7,36 OCH, 24,47 
Gef. ,, 64,70  ,, 7,06 > 7,38 » 23,12. 


b) Aus 5-Methoxy-4,4’- dimethyl -pyrromethen - 5’-carbon- 
siure-3,3’-dipropionsauredimethylester (IX). 0,2 g obigen Esters (IX) 
werden mit 1'/, com Formaldehydlésung und 3 ccm konzentrierter Salz- 
siure bis nach beendeter Decarboxylierung mit dem Glasstab verrieben. 
Nach einigen Minuten setzt man 20 ccm Wasser zu und saugt nach etwa 
20 Minuten das Hydrochlorid ab. Dieses wird in Methylalkohol aufgenommen 
und mit Pyridin in den freien Tetramethylester iibergefiihrt. Umkrystalli- 
sieren aus Chloroform und Aceton. Schmelzp. 152°. Mischschmelzpunkt mit 
dem Kérper unter a) gibt keine Depression. Die Gmelinsche Reaktion ist 
wie bei a) positiv. 

Veresterung des Dimethoxy-koprobilirubins (X) mit Methylalkohol- 
Salzsduregas. Man schlammt das Bilirubinoid (X) in absolutem Methylalkohol 
auf und leitet bis zur Sattigung Salzsiuregas ein. Es scheiden sich hellrote 
Krystalle ab. Diese werden abgesaugt, in Methylalkohol aufgenommen und 
mit Pyridin in den freien Ester iibergefiihrt. Umkrystallisieren aus Chloro- 
form-Aceton. Die Gmelinsche Reaktion des braunlich gelben Ké6rpers ist 
positiv und gibt die blaue Stufe. Es liegt hier sehr wahrscheinlich ein Gemisch, 
infolge teilweiser Atherspaltung, von Dioxy- und Dimethoxy-koprobilirubin- 
tetramethylester vor. Unscharfer Schmelzpunkt unter 195° (Zers.). 


Gef.: OCH, 21,73. 4,025 mg Subst.: 6,620 mg AgJ. 


Ferrobilin (aus dem von Dimethoxy-koprobilirubin (X) mit Methyl- 
alkohol-Salzsiure erhaltenen Estergemisch). Das Estergemisch wird in 
wenig Eisessig aufgenommen und mit einer konzentrierten Lésung von Ferri- 
chlorid in Eisessig versetzt. Hierauf erwirmt man unter Reiben mit dem 
Glasstab etwa 1 Minute lang auf dem heiBen Wasserbad. Farbumschlag nach 
Griin. Die erkaltete Lésung scheidet zum Teil blaue Prismen ab, wird jedoch, 
um vollsténdiges Auskrystallisieren des Farbstoffes zu erreichen, mit viel 
Ather versetzt. Nach einigem Stehen saugt man ab und krystallisiert aus 
Kisessig—Ather um. Das Ferrobilin fallt meistens verschmiert aus und kann 
durch Reiben mit dem Glasstab zur Krystallisation gebracht werden. In 
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Chloroform lést es sich mit griiner Farbe und gibt von hier an Positive 
Gmelinsche Reaktion. Schmelzp. 160°. Die gefundenen Werte wurden ayj 
das Ferrobilin des Dehydro-dioxy-koprobilirubin-tetramethylesters berechnet, 


1. 5,433 mg Subst.: 9,930 mg CO,, 2,495 mg H,O, 0,476 mg Fe,0,. 
2. 4,862 mg Subst.: 8,930 mg CO,, 2,275 mg H,O. 
CzgH4g0,9N,FeCl,;-HCl Ber. C 50,37 H 5,09 Fe 6,01 
» 49,86 ,, 5,14 » 6,13 
Gef. ,, 50,09  ,, 5,24. 


5 -Oxy -4, 4’- dimethyl - pyrromethen -3, 3’- dipropionsauredimethy]. 
ester. 0,3 g 5-Oxy-4,4’-dimethyl-pyrromethen-5’-carbonsaure-3,3’-dipropion. 
siuredimethylester werden im Vakuum bei einer AuBentemperatur von 
230—-240° geschmolzen und decarboxyliert. Nach etwa 1/, Minute ist die 
Reaktion beendet und nach Erkalten wird in wenig Chloroform gelést. Un. 
krystallisieren aus Chloroform-Essigester. Starke, gelbe Prismen, die sich 
mit Gmelinschem Reagens rasch griin und rot farben. Bei 155° beginnendes 
Sintern, bei 172° Schmelzen. 


5,121 mg Subst. (bei 75° im Vakuum): 11,815 mg CO,, 3,045 mg H,0. — 
5,805 mg Subst.: 7,480 mg AgJ. 
C,9H.,N,0, (360,19) Ber. C 63,29 H 6,71 OCH, 17,22 
Gef. ,, 62,92 ,, 6,65 » 17,02. 


[Di - (5 - oxy -4, 4’-dimethyl - pyrromethen -8, 3’- dipropionsauredi- 
methylester)]-methan. 0,1 g obigen Oxy-pyrromethens wird in 1 ccm 
Formaldehyd angeriihrt, dann bis zur vollstandigen Lésung mit 2 cem kon- 
zentrierter Salzsiure verrieben. Man verdiinnt mit viel Wasser und saugt 
nach einigem Stehen von den ausgeschiedenen griingelben Flocken ab. Diese 
werden zuerst mit Methylalkohol ausgekocht, dann aus Chloroform-Methy)- 
alkohol bis zum Verschwinden der Griinfirbung der Mutterlaugen umkrystalli- 
siert. Gelber Kérper, der an der Luft schmutzig-griingelbe Farbung annimnt. 
Schmelzp. 190° unter Zers. 


5,092 mg Subst. (bei 75° im Vakuum): 11,820 mg CO,, 3,065 mg H,0. — 
3,869 mg Subst.: 0,275 ccm N, (22°, 715 mm). — 3,747 mg Subst. : 4,527mg AgJ. 
C39H,,N,0,. (732,38) Ber. C 63,91 H 6,87 N 7,63 OCH, 16,94 

Gf. sl . 674 , 7,73 o>» 15,96. 


Ferrobilin aus obigem Kopro-tetramethylester. Der Farbstoff wird 
in wenig Eisessig gelést und mit einer konzentrierten Liésung von Ferrichlorid 
in Eisessig versetzt. Man erwarmt kurze Zeit auf dem Wasserbad, ]aBt erkalten 
und fallt mit Ather. Umkrystallisieren durch Lésen in Eisessig und Eingiefen 
in Ather. Schmelzp. 160°. Der Farbstoff ist somit identisch mit dem friiher 
aus einem Gemisch isolierten Ferrobilin. 


4,4’-Dimethyl-3,3’-diathyl-pyrromethan-5,5’-dicarbonsdure. Die 
Verseifung des entsprechenden Dicarbithoxy-pyrromethans nach H. Fischer 
und P. Halbig!) ist nicht quantitativ, daher folgt hier eine Abanderung: 
3,8 g Dicarbathoxy-pyrromethan werden in 45 cem Alkohol gelést und 
nach Zusatz von 3g NaOH in 20 ccm Wasser 2 Stunden lang unter Riick- 





1) Liebigs Ann. 448, 119 (1927). 
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flu8 gekocht. Man dampft dann den Alkohol ab und 14Bt noch 1 Stunde 
lang im siedenden Wasserbad total verseifen. Nach Erkalten saugt man ab 
und setzt etwa 150 com Wasser zu. Unter Eiskochsalzkiihlung wird dann die 
freie Dicarbonsaure bis zur schmutzig-kongosauren Reaktion mit verdiinnter 
Schwefelsiure gefallt. Die Saure wird abgesaugt und gut getrocknet. Um- 
krystallisieren evtl. aus Alkohol und Wasser. 

4,4’-Dimethyl -3, 3’-diathyl-5’-carbathoxy-pyrromethan-5-carbon- 
saure neben obiger Dicarbonsaure. Eine direkt nur einseitig verlaufende 
Verseifung gelingt nicht. Unverseiftes, doppelseitig verseiftes sowie einseitig 
verseiftes Pyrromethan-Gemisch wird zugleich erhalten. 

3,8 g Dicarbithoxy-pyrromethan werden in 45 ccm Alkohol auf dem 
Wasserbade gelést und nach Zusatz von 2g Atznatron in 20 ccm Wasser 
'/, Stunde lang unter RiickfluB umgesetzt. Hernach dampft man den Alkohol 
innerhalb 15 Minuten ab, setzt etwa 150 ccm Wasser zu und 1aBt erkalten. 
Vom unverseiften Material wird hierauf abgesaugt. Die alkalische Lésung 
wird mit Eis-Kochsalzmischung gut gekiihlt und mit verdiinnter Schwefelsdure 
bis zur schmutzig-kongosauren Reaktion das Sauregemisch gefallt. Hierauf 
wird abgesaugt, gut mit Wasser nachgewaschen und aus wenig Alkohol der 
Riickstand umkrystallisiert. Fiir die Bromierung kann das Gemisch auch im 
Rohzustande verwendet werden. 

5-Brom -4, 4’ -dimethyl-3,3’-diathyl-5’-carbathoxy-pyrromethen- 
hydrobromid (XII) neben 5,5’-Dibrom-4,4’-dimethyl-3,3’-diathylpyrro- 
methen-hydrobromid (II). 1 g obiges Pyrromethan-Gemisch wird in 10 ccm 
Kisessig aufgeschliammt und tropfenweise unter stindigem Rihren bei 15° 
mit 1 cem Brom versetzt. Nach 2 Stunden Stehen saugt man ab und wascht 
mit etwas Eisessig, dann Ather nach. Die beiden Pyrromethene werden zweck- 
maBig im Rohzustande umgesetzt, da der Bromcarbathoxy-K6rper (XII) in 
heiBen Lésungsmitteln sich leicht zersetzt. 

5’-Brom-5-methoxy-4,4’-dimethyl-3,3’-diathyl-pyrromethen (X1). 
2,5 g Dibrom-pyrromethen (II) werden mit 30 ccm 10°/,igem methyl- 
alkoholischen Kali 11/, Stunden auf dem siedenden Wasserbad umgesetzt. 
Nach Erkalten filtriert man ab, wascht mit viel Wasser die ausgeschiedenen 
Krystalle, trennt die durch Zusatz von Wasser zur Mutterlauge gewonnenen 
Flocken und krystallisiert gemeinsam aus Ather und Methylalkohol um. Das 
Pyrromethen (XI) ist sehr leicht atherléslich. Ist das gewonnene Rohprodukt 
stark verunreinigt, so daB es auch unter Zusatz von Tierkohle nicht rein 
erhalten werden kann, so wird es in Methylalkohol aufgenommen und bis 
zur Sittigung mit Salzsiuregas in das Hydrochlorid iibergefiihrt. Dieses kann 
auch direkt unter Zusatz von konzentrierter Salzsiure erhalten werden. Man 
saugt es ab, nimmt in Methylalkohol auf und versetzt mit verdiinntem 
Ammoniak. Die erhaltenen Krystalle werden dann mit Ather unter Zusatz 
von Tierkohle gereinigt. Braunlich gelbe Prismen vom Schmelzp. 107°. 

5,305 mg Subst.: 11,125 mg CO,, 3,040 mg H,O. — 2,925 mg Subst.: 
0,224 cem N, (19°, 718 mm). — 4,975 mg Subst.: 2,748 mg AgBr. — 4,067 mg 
Subst.: 2,850 mg AgJ. 

C,.H,,ON,Br Ber. C 56,95 H 6,27 N 8,30 Br 23,70 OCH, 9,20 
Gef. ,, 57,19 ,, 6,41 ,, 8,47 ,, 2351 ~ ae 


5-Methoxy-4, 4’-dimethyl-3,3’-diathyl-pyrromethen-5’-carbonsaure 
(XIII) neben Brom-methoxy-pyrromethen (XI). 2,5g Pyrromethen- 
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Gemisch (II und XII) werden mit 30 ccm 10°/,igem methylalkoholischen 
Kali 1'/, Stunde unter RiickfluB umgesetzt. Hierauf 1a8t man erkalten und 
filtriert vom ausgeschiedenen Kaliumbromid sowie evtl. gebildeten Krystalley 
ab. Man wascht mit Wasser den Riickstand gleich in das Filtrat gut nach 
bis dieses das Volumen von etwa 150 ccm erreicht hat. Daraus scheidet sich 
noch ein weiterer Teil Brom-methoxy-pyrromethen (XI) aus. Man filtrier: 
nochmals durch die Nutsche, wobei man schmutzig-gelb bis gelb gefarbte 
Mutterlauge erhalt. Aus dieser wird bei Zimmertemperatur mit Essigsiure 
das Methoxy-carboxy-pyrromethen (XIII) gefallt. Ausbeute: etwa 0,8 g Brom. 
methoxy-Kérper und etwa 0,9 g Methoxy-pyrromethen (XIII). Das Brom. 
methoxy-pyrromethen (XI) wird wie oben gereinigt. Das Methoxy-carboxy. 
pyrromethen (XIII) wird aus Methylalkohol umkrystallisiert. Man erhiilt 
lange gelbe Nadeln vom Schmelzp. 191° unter Zers. 


1. 4,900 mg Subst.: 12,120 mg CO,, 3,202 mg H,O. — 3,445 mg Subst.: 
0,304 com N, (21°, 719 mm). — 5,690 mg Subst.: 4,460 mg AgJ. 


2. 4,320 mg Subst.: 10,720 mg CO,, 2,780 mg H,O. — 3,515 mg Subst.: 
0,299 com N, (21°, 715 mm). — 5,000 mg Subst.: 3,740 mg AgJ. 
C,,H,,0;N. Ber. C 67,50 H 7,33 N 9,26 OCH, 10,26 
Gef. » 67,46 ,, 7,31 ,, 9,69 » 10,35 
99 9 67,67 9° 7,20 ry) 9,29 ” 9,88. 


5 -Methoxy - 4, 4’-dimethyl-3, 3’-diathyl-5’-carbmethoxy - pyrro- 
methen. 0,5 g¢ Methoxy-carboxy-pyrromethen (XIII) werden mit Diazo- 
methan verestert. Nach einigen Stunden wird die Hauptmenge an Ather 
abgedampft, der Rest durch offenes Stehenlassen zur Verdunstung gebracht. 
Aus wenig Methylalkohol umkrystallisiert, gibt der Ester schéne, hellgelhbe, 
seidenglinzende, lange Nadeln. Schmelzp. 93°. 


4,495 mg Subst.: 11,205 mg CO,, 3,040 mg H,O. — 3,550 mg Subst.: 
0,282 ccm N, (19°, 713 mm). — 5,090 mg Subst.: 7,822 mg AgJ. 
CisH.,0,N, Ber. C 68,31 H 7,64 N 8,85 OCH, 19,62 
Gef. Stee ns Ge» B75 » 19,00. 


Resynthese zum Methoxy-carboxy-pyrromethen (XIII). Obiger Ester 
wird mit 10°/,iger methylalkoholischer Kalilésung 15 Minuten verseift. Man 
setzt Wasser zu und fallt mit iiberschiissiger Essigsiure die Carbonsaure aus. 
Schmelzp. 191°. Mischschmelzp. mit XIII keine Depression. 


5, 5’-Dianilino-4, 4’- dimethyl-3, 3’ -diathyl-pyrromethen - hydro- 
bromid. 0,8 g Dibrom-pyrromethen (II) werden mit 0,9 g Anilin in 15 ccm 
Methyl- oder Athylalkohol eine gute 1/, Stunde lang unter RiickfluB gekocht. 
Man engt bis zu 1/; des Volumens ein und fallt unter Zusatz von Ather. Der 
Niederschlag besteht aus bromwasserstoffsaurem Anilin und dem Dianilino- 
pyrromethen-hydrobromid. Man nimmt in Chloroform auf und filtriert vom 
ungelésten Anilinsalz ab. Auch kann dieses zuvor direkt mit Wasser weg- 
gewaschen werden. Nach Trocknen des Riickstandes wird dieser dann ebenfalls 
in Chloroform aufgenommen. Die dunkelviolette Lésung wird mit Ather ver- 
setzt, wobei mikroskopisch feine, violette Krystalle sich abscheiden. Um- 
krystallisieren aus Chloroform-Ather oder besser aus Chloroform—Petrolather. 
Schmelzp.: bei 260° beginnende Zers., bei 265° Aufschiumen. Aus Methyl- 
alkohol-Ather erhalt man griinlich-blaue Krystalle vom selben Schmelzpunkt. 
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3,320 mg Subst.: 0,343 com N, (22°, 718 mm). — 4,505 mg Subst.: 
1,875 mg AgBr. 
C,,H;,N,Br Ber. N 11,40 Br 16,27 Gef. N 11,30 Br 17,71. 


5, 5’-Dianilino-4, 4’-dimethyl-3,3’-diathyl-pyrromethen. a) Obiges 
Dianilino-pyrromethen-hydrobromid wird in Chloroform gelést und mit ver- 
diinntem Ammoniak durchgeschiittelt. Farbumschlag nach Rot. Das Chloro- 
form wird bis zu einem geringen Teil abgetrieben und der zuriickbleibende 
Syrup in Methyl- oder Athylalkohol umkrystallisiert. Braune, seidenglanzende 
Nadeln vom Schmelzp. 165°. 

b) Einfacher ist es, den Farbstoff in Methylalkohol zu lésen und mit 
verdinntem Ammoniak zu versetzen. Farbumschlag nach Rotbraun. Hierauf 
wird der Kérper mit Wasser ausgefallt. Dieser wird getrocknet und zweck- 
maBig aus der Hiilse mit wenig Ather extrahiert, worin er sehr leicht léslich 
ist. Man dampft den Ather ab und krystallisiert den Riickstand aus Methy]l- 
alkohol um. Schmelzp. 165°. Der Farbstoff zeigt keinen charakteristischen 
spektroskopischen Befund. In Alkohol gelést, kann er mit Sauren entfarbt 
werden, wobei nach Zusatz von Laugen die rote Farbe wieder auftritt. 


4,440 mg Subst.: 12,885 mg CO,, 2,740 mg H,O. — 3,333 mg Subst.: 
0,421 com Ny, (24°, 719 mm). 
Cy,H3)N,4 Ber. C 78,97 H 7,37 N 13,65 
Gef. ,, 79,15 ,, 6,90 .,, 13,74. 


5-Anilino-4, 4’-dimethyl-3, 3’-diathyl-pyrromethen-5’-carbonsaure 
neben obigem Dianilino-pyrromethen-hydrobromid. 0,8 g Pyrromethen- 
Gemisch (II und XII) werden in 15 ccm Methylalkohol und 0,9 g Anilin unter 
RiickfluB 1/, Stunde lang gekocht. Die Lésung farbt sich violett und nach 
kurzer Zeit scheiden sich rote Prismen aus. Man saugt diese durch die Nutsche 
ab und wascht mit Methylalkohol nach. Aus der Mutterlauge kann, wie oben 
beschrieben, der Dianilino-Farbstoff isoliert werden. Die ausgeschiedenen 
roten Prismen werden aus der Hiilse mit Chloroform extrahiert. Rote Nadeln 
vom Schmelzp. 226° unter Zers. Die Substanz enthielt Spuren von Halogen. 


5,000 mg Subst.: 13,370 mg CO,, 3,080 mg H,O. — 3,520 mg Subst.: 
0,373 com N, (19°, 723 mm). 
C..H,,0.N; Ber. C 72,68 H 6,93 WN 11,56 
Gef. os taete » 6,89 » 11,80. 


5-Anilino-4,4’-dimethyl]-3,3’-diathyl-5’-carbmethoxy-pyrromethen. 
Die Veresterung des Anilino-carboxy-pyrromethens mit Diazomethan gelingt 
nur nach vorhergehendem Lésen in Pyridin. Der Ather, herriihrend von der 
Diazomethanlésung, wird nach Stehen iiber Nacht abgedampft und die zuriick- 
bleibende Pyridinlésung mit viel Wasser versetzt. Die ausgeschiedenen Flocken 
werden nach einiger Zeit abgesaugt. Umkrystallisieren aus Methylalkohol- 
Wasser. Orangegelbe Prismen vom Schmelzp. 147°. 

4,700 mg Subst.: 12,525 mg CO,, 2,970 mg H,O. — 2,745 mg Subst.: 
0,267 com N, (19°, 713 mm). — 5,250 mg Subst.: 3,260 mg AgJ. 

C.3H,0,N, Ber. C 73,16 H. 7,21 N 11,13 OCH, 8,22 

Gef. »» 72,68 on tee », 10,74 » oe 


[Di-(5-methoxy-4, 4’-dimethyl-3,3’-diathyl)-pyrromethen ]-methan 
= Dimethylather des Iso-atiobilirubins (XV). a) 0,2 g Methoxy-carboxy- 
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pyrromethen (XIII) werden mit 1,5 ccm 40°/iger Formaldehydlésung unq 
3 ccm konz. Salzsiure bis nach beendeter Decarboxylierung im Reagenzglas 
verrieben. Nach anfanglicher Rotfarbung scheiden sich rotbraune Flocken a), 
Man 148t 5 Minuten stehen und setzt 15 cem Wasser zu. Hierauf wird ab. 
gesaugt, das Hydrochlorid getrocknet und aus Chloroform—Ather umkrystallj. 
siert. Rote Prismen, die bei 160° sich dunkel farben und bei 247° schmelzep, 
Gmelinsche Reaktion positiv. 
Gefundene Werte fiir das Hydrochlorid: 


4,420 mg Subst.: 1,980 mg AgCl. — 4,035 mg Subst.: 2,940 mg Ag. 
C;5H;,0,.N,Cl, Ber. Cl 11,79 OCH, 10,31 
Gef. » 11,08 o 9,63. 


b) Das Hydrochlorid wird in Methylalkohol und der nétigen Menge 
Pyridin in den freien Farbstoff iibergefiihrt. Man saugt den Niederschlag ab, 
wascht mit etwas Methylalkohol nach und krystallisiert aus Aceton und 
Methylalkohol um. Gelbe Prismen vom Schmelzp. 181° unter Zers. Positive 
Gmelinsche Reaktion. 


4,095 mg Subst.: 11,335 mg CO,, 3,040 mg H,O. — 2,925 mg Subst. 

0,277 com N, (22°, 727 mm). — 3,676 mg Subst.: 3,225 mg AgJ. 
C,,H,,O.N, Ber. C 74,94 H 8,39 N 10,60 OCH, 11,74 
Gef. »» 75,49 » 8,al » 10,49 » HS. 


[Di- (5- oxy -4, 4’ - dimethyl-3,3’- diathyl) - pyrromethen ] - methan 
(vgl. XV). Dieses Bilirubinoid wird aus dem Methoxy-carboxy-pyrm. 
methen (XIII) durch Umsetzung mit Natriummethylat im Bombenrohr als 
nicht einheitlicher Farbstoff erhalten. 0,5 g Methoxy-carboxy-pyrromethen 
werden mit 12 ccm 10°/,igem Na-Methylat im Bombenrohr 2 Stunden lang 
auf 180—185° erhitzt. Das Reaktionsprodukt hat den Geruch nach fliissigen 
Pyrrolen und gibt positive Ehrlichsche Reaktion. Man gibt hierzu Wasser 
und saugt den Niederschlag ab. Hierauf wascht man mit heiBem Methyl. 
alkohol nach und krystallisiert den Riickstand aus Chloroform—Methylalkohol 
um. Er hat nach wiederholtem Umkrystallisieren einen unscharfen Schmelzp. 
(unter 230° und Zers.). Die Gmelinsche Reaktion ist positiv, die blaue Stufe 
vorhanden. Der Kérper war methoxylfrei. 


4,447 mg Subst.: 12,045 mg CO,, 3,315 mg H,0O. 
C3,HipN,0. Ber. C 74,34 H 8,05 Gef. C 73,87 H 8,34. 


Ferrobilin aus obigem Iso-atiobilirubin. Das Bilirubinoid wird in 
wenig Eisessig aufgenommen und mit einer Lésung von Ferrichlorid in Eis- 
essig versetzt. Man erwarmt kurze Zeit auf dem Wasserbad. Farbumschlag 
in Griin bis Blau. Nach Abkihlen fallt man mit viel Ather das Ferrobilin 
aus. Umkrystallisieren in Eisessig, hernach Zusatz von Ather. Kurze blaue 
Prismen, die sich in Chloroform mit griiner Farbe lésen und von da ab positive 
Gmelinsche Reaktion geben. Schmelzp. 265°. 


1. 4,718 mg Subst.: 9,260 mg CO,, 2,920 mg H,O, 0,546 mg Fe,0;. 

2. 5,505 mg Subst.: 10,800 mg CO,, 2,830 mg H,O, 0,643 mg Fe,0;. 
C,,H,,N,0,FeCl,: HCl Ber. C 53,37 H 5,63 ~=—s Fe 8,01 
Gef. ,, 53,53 »» 6,93 », 8,09 
” 5, 53,50 » Be gees 
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Neue Synthese von Methoxy-pyrromethenen usw. 9] 


5-Oxy-4,4’-dimethyl-3,3’-diathyl-pyrromethen (XVI). 0,4 g Meth- 
oxy-carboxy-pyrromethen (XIII) werden mit 8ccm _ 10°/,igem propyl- 
alkoholischen Kali und 0,8 com Wasser 3 Stunden lang im Bombenrohr auf 
180—185° erhitzt. Nach Zusatz von viel Wasser fallt das Reaktionsprodukt 
aus. Man saugt ab und wascht mit Wasser gut nach. Die Mutterlaugen 
geigten starke Fluorescenz. Diese verschwindet nach Ansauern, die Lésung 
wird getriibt. Der Niederschlag gibt mit nitrithaltiger Salpetersaure in kon- 
zentrierterer Chloroformlésung Farbumschlag nach Griin und Rot. Die 
einigung erfolgt mit Alkohol unter Zusatz von Tierkohle. Hernach Um- 
krystallisieren aus Essigester. Schrag abgeschnittene Prismen vom Schmelz- 
punkt 200° und schwach angedeuteter Gmelinscher Reaktion. 


4,580 mg Subst.: 12,325 mg CO,, 4,095 mg H,O. — 3,732 mg Subst.: 
0,428 cem N, (22°, 716 mm). 
C,;H.,ON, Ber. C 73,72 H8,25 WN 11,47 
Gef. ,, 73,39 » 7,95 + 10 


Kondensation des Oxy-pyrromethens (XVI) zum Bilirubinoid 
(vgl XV). 0,15 g Substanz werden mit 1,5 ccm Formaldehydlésung und 
2,5 cem konzentrierter Salzséure gut verrieben. Hernach verdiinnt man mit 
Wasser und saugt den gelben Farbstoff ab. Umkrystallisieren aus Chloroform— 
Methylalkohol. Schmelzp. 265° unter Zers. 


4,600 mg Subst.: 12,595 mg CO,, 3,380 mg H,O. 
C,,HiN,O, Ber. OC 74,34 4H 8,05 Gef. C 74,67 H8,22. 


5-Oxy-4, 4’ -dimethyl-3, 3’ -diathyl-pyrromethen -5’- carbonsaure 
(XIV). 0,1 g Methoxy-carboxy-pyrromethen (XIII) wird in der ndétigen 
Menge heiBem Methylalkohol gelést und nach Erkalten mit 4—5 Tropfen 
konzentrierter Salzsiure versetzt. Hiernach erwirmt man etwa eine halbe 
Minute lang auf dem Wasserbad bis zu 60°. Der Methylalkohol darf nicht 
zum Sieden erhitzt werden, da die Substanz sich leicht zersetzt. Man l]aBt 
die Lésung einen halben Tag lang stehen und saugt von den ausgeschiedenen 
gelben Flocken ab. Diese werden zur Beseitigung des nicht umgesetzten 
Materials mit wenig heiBem Methylalkohol aufgekocht und nochmals abgesaugt. 
Umkrystallisieren durch Lésen in siedendem Pyridin. Schmelzp. 234° unter 
Zers. Die Substanz war methoxylfrei. 


4,775 mg Subst.: 11,772 mg CO,, 3,015 mg H,0. 
CigH.50,Ne Ber. C 66,63 H 6,99 Gef. C 67,24 H 7,07. 


Resorcinschmelze des Methoxy-carboxy-pyrromethens (XIII). Diese 
Umsetzung geht sowohl in siedendem wie auf 180° erhitztem Resorcin sehr 
schlecht. Es konnten braunlich gelbe Prismen nach Umkrystallisieren des aus 
Wasser ausgeflockten schwarzen Produktes in Alkohol unter Zusatz von Tier- 
kohle isoliert werden. Schmelzp. lag bei 197°. Mit einem Tropfen Formaldehyd 
und einem Tropfen konzentrierter Salzsaure gab eine Spur dieses Kérpers 
einen Farbstoff mit positiver Gmelinscher Reaktion. 

5, 5’-Dibrom - 3, 3’-dimethyl - pyrromethen -4, 4’- dipropionsaure- 
dimethylester. a) Die Veresterung der freien Dipropionsiure gelingt mit 
Diazomethan nicht; es entsteht ein roter Syrup. 

b) Die Veresterung mit Methylalkohol-Salzsaure fiihrt zum _ Ester- 
hydrochlorid. Gut getrocknetes Dibrom-pyrromethen (III) wird in absolutem 
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Methylalkohol unter starker Kiihlung mit Salzsiuregas verestert. Der grift, 
Teil des Hydrochlorids scheidet sich aus. Der Rest kann aus der Mutterlauge 
durch Zusatz von Ather gewonnen werden. Man lést den gewonnenen Ester 
in Chloroform und trennt auf diese Weise von unverestertem Materia], 
Umkrystallisieren aus Chloroform—Ather. Rote Prismen, die sich bei 190) 
dunkel farben und bei 202° unter Zers. schmelzen. Den freien Ester erhijt 
man durch Verreiben des Hydrochlorids mit Pyridin in Methylalkohol. }; 
wird abgesaugt und aus Aceton und Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelz. 
punkt 158°. 


6,160 mg Subst.: 4,580 mg AgBr. — 5,190 mg Subst.: 4,710 mg AgJ, 
Ci9H,,N.O,Br, Ber. Br 31,84 OCH, 12,35 Gef. Br 31,64 OCH, 11,99, 


5’- Brom -5-methoxy -3, 3’ -dimethyl-pyrromethen-4, 4’-dipropion- 
saure. 3g Dibrom-pyrromethen (III) werden mit 90 ccm 10°/gigem methyl. 
alkoholischen Kali 3 Stunden lang unter RiickfluB umgesetzt. Man saugt 
ab, wischt mit Methylalkohol nach, versetzt das Filtrat mit 200 com Wasser 
und fallt daraus mit Essigsiure den Brom-methoxy-K6érper. Dieser wird 
abgesaugt, gut getrocknet und verestert. 


5’-Brom-5-methoxy -3,3’-dimethyl-pyrromethen-4, 4’-dipropion- 
siuredimethylester (XVII). a) Mit Diazomethan. Obige Saure wird 
nach Zusatz von Methylalkohol mit Diazomethan verestert. Nach einem 
halben Tage wird das Lésungsmittel abgedampft und der Riickstand mit 
Aceton und Tierkohle gereinigt. Aus Aceton—Methylalkohol umkrystallisiert 
hat der Ester einen Schmelzp. von 131°. 

b) Mit Methylalkohol-Salzsaure. 

Es wird unter Kihlung in Methylalkohol und Salzsaéuregas verestert. 
Rote Prismen, die in Chloroform aufgenommen und von unverestertem Material 
abgesaugt werden. Das Hydrochlorid schmilzt bei 175°. Der freie Ester wird 
in Methylalkohol unter Zusatz von Pyridin dargestellt. Aus Aceton—Methyl- 
aikohol umkrystallisiert erhalt man gelbe Nadeln, die wieder bei 131° schmelzen. 


5,040 mg Subst.: 9,815 mg CO,, 2,565 mg H,O. — 4,020 mg Subst.: 
0,225 com N, (22°, 727 mm). — 4,940 mg Subst.: 2,025 mg AgBr. — 6,042 mg 
Subst.: 8,920 mg AgJ. 

C,,H,;0;N.Br 
Ber. C 52,95 H 5,55 N6,18 Br17,63 OCH; 20,53 
Gef. ,, 53,11 ,, 5,70 » 6,20  ,, 17,44 » 19,50. 





des 


relat 
Mith 
der 
wurc 
9,444 
tisch 
der | 
Dep: 
des 
auf 
port 
aut 


und 
vers 
das 

dars 
SOW: 
met 
also 
por] 
han 


229, 











93 


Synthese 
des 1,4,5,8-Tetramethy]l-2,3,6,7-tetrabernsteinsiureporphins 
und tiber Iso-uroporphyrin I’), 
Von 


Hans Fischer und Erich von Holt. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. August 1934.) 


Uroporphyrin enthalt 8 Carboxylgruppen und ist schon unter 
relativ milden Bedingungen decarboxylierbar zu Koproporphyrin I. 
Mithin war fiir Uroporphyrin die wahrscheinlichste Anordnung 
der Carboxylgruppen die Malonsiurestellung. Durch Synthese 
wurde diese Vorstellung widerlegt. Das 1,3,5,7-Tetramethyl- 
2,4,6,8-tetramethylmalonsiureporphin?) erwies sich als nicht iden- 
tisch mit dem Uroporphyrin. Schmelz- und Mischschmelzpunkt 
der schén krystallisierten Oktamethylester gaben eine entscheidende 
Depression. Inzwischen hat Herr Haarer eine gréBere Menge 
des interessanten Porphyrins isoliert. Der Schmelzpunkt konnte 
auf 287° erhdéht werden; beim Mischschmelzpunkt mit Uro- 
porphyrinester ergab sich wieder eine entscheidende Depression 
auf 280% 

Neu gewonnen wurde das schén krystallisierte Eisen-, Nickel- 
und Silbersalz. Das Hisensalz erwies sich spektroskopisch als 
verschieden vom Eisensalz des Naturproduktes. Das Kupfersalz, 
das friiher nur in minimaler Ausbeute gewonnen war, wurde neu 
dargestellt. Auch das freie Iso-uroporphyrin wurde gewonnen 
sowie das freie Porphyrin—Kisensalz durch Verseifung des Okta- 
methylesters. Das Kisensalz krystallisiert und ist halogenfrei, ist 
also auch ein inneres Anhydrid in vdlliger Analogie zum Uro- 
porphyrin’), Spektroskopisch war wiederum Verschiedenheit vor- 
handen. 





1) 33. Mitteilung zur Kenntnis der Porphyrine; 32. Mitteilung, Diese Z. 
229, 55 (1934). 

) H. Fischer u. Siebert, Liebigs Ann. 483, 1 (1930). 

‘) H. Fischer u. Andersag, Liebigs Ann. 458, 143 bzw. 147 (1927). 
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Hiernach war die wahrscheinlichste Konstitutionsformel fiy 


das Uroporphyrin die folgende: 


























COOH COOH 
| | 
H,C-—=CH.-CH, H,C—=CH-CH, 
COOH COOH 
bias CH bee 
[x v\ 
1 Hé OH 
\\ NH NH 
—_" (tie. 
Hooc. | | Hooc. ||| 
H,C-HC——on, H,C-Hc-—cu, 
| | 
HOOC HOOC 


d. h. wir nahmen Bernsteinsiure-Seitenketten im Uroporphyrin 
an. Zur Synthese war also 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol- 
3-bernsteinsiure folgender Konstitution: 





H,C-——.CH-CH,-COOH 
rT | “COOH 
H,C,00C\__JCH, 


NH 


notwendig, iiber deren Gewinnung bereits berichtet wurde'), Nach 
bekannter Methode muBte aus dieser Verbindung sowohl das 
Bernsteinsiiureporphyrin dem Atioporphyrin I wie dem Atiopor- 
phyrin IT entsprechend synthetisierbar sein; da aber II synthetisch 
viel leichter zuginglich ist als I wurde zundchst die Synthese 
des Bernsteinsiureporphyrins II begonnen. Die Bromierung der 
2,4-Dimethy]-5-carbiathoxypyrrol-3-bernsteinsiure in Ather ergab 
den é-Brommethylkérper; seine Verkochung in Wasser fiihrte 
unter starker Formaldehydentwicklung zum 5,5’-Dicarbithoxy-4,4’- 

dimethyl-3, 3’-dibernsteinsiurepyrromethan folgender Konstitution: 











H,C-—CH-CH,-COOH = HOOC-H,C-HC-—,,CH, 
sie | | ~COOH HOOC” | | 
H,0,000\ 3  — _3C000,H, 
NH NH 


Durch Verseifung wurde das Natriumsalz gewonnen, das in 
Ameisensiure nach bewdhrten Methoden in das 1,4,5,8-Tetra- 
methyl-2,3,6,7-tetrabernsteinsiiureporphin iibergefiihrt wurde: 





1) H. Fischer u. H. J. Riedl, Liebigs Ann. 494, 246 (1932). 
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Synth. d. 1,4,5, 8-Tetramethy]-2, 3,6,7-tetrabernsteinsiureporphins usw. 95 


H,C——CH-CH,-COOH HOOC-H,C-HC— CH, 























| ~COOH ze HOOC~ | 
aa Y\y 
IV HC CH 
\ NH Mu 
~~ CH 
| _COOH HOOCK ( 7 
H,C——CH-CH,-COOH HO0O0C.H,C-HC'—'cH, 


Das Porphyrin wurde als Methylester analysiert, der Schmelzpunkt 
lag bei 317—318° Spektroskopisch war Identitat mit dem 
 natiirlichen Uroporphyrinester in Chloroform und Pyridin—Ather 
yorhanden, in 25°/, iger Salzsiure war jedoch eine Verschiebung 


nach Rot zu beobachten. Sie betrug beim I. Streifen 4 mu und 


beim III. Streifen 3 mu. GroBe Ahnlichkeit mit dem natiirlichen 
Porphyrin zeigte sich in der vélligen Atherunléslichkeit und in 


der relativ schwachen Farbe des Esters. Zur sicheren Feststellung 


_ der Seitenkettenanordnung wurde noch der Abbau mit 1°/, iger 
 Salzsiure unter Druck durchgefihrt'), der im Gegensatz zum 


Ausgangsmaterial ein in Ather lésliches Porphyrin ergab, das in 


| Spektrum, Krystallform und LEsterschmelzpunkt als Kopro- 


porphyrin II festgelegt wurde. Nunmehr wurde Pyrrol II durch 


' Kochen mit 5°/,iger Natronlauge in die 2,4-Dimethylpyrrol- 
| 3-bernsteinsiiure-5-carbonsiiure tibergefiihrt. Diese Tricarbonsiure 
| ist unstabil, jedoch stabiler als das entsprechende Methylmalon- 
| siurederivat. Wie zu erwarten war, fielen die Analysenzahlen 


ungiinstig aus und es wurde deshalb die Isolierung der trisubsti- 


| tuierten Saure angestrebt. Die 2,4-Dimethylpyrrol-3-bernsteinsiure 


krystallisiert gut. Mit Dimethylaminobenzaldehyd bei Gegen- 
wart von Uberchlorsiiure entsteht das in blau-violetten, prnchte 
vollen Prismen  krystallisierende Dimethylamino-phenyl-2, 4-di- 
methyl-3-bernsteinsiiure-pyrrophenyl-methenperchlorat folgender 


Konstitution: 
H,C——CH.CH,-COOH 





CH, — ~COOH 
ae, = ) Clie! On 
CH,” \ SZ : 
, i 
WH 0, 


Die Oxydation der trisubstituierten Siure gab ein schén 
krystallisiertes Produkt, das bei der Analyse gut stimmende Zahlen 
auf eine carboxylierte Himatinsiure gab und bei 184—185° 





1) H. Fischer u. Zerweck, Diese Z. 137, 242 (1924). 
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schmolz. Die Substanz war jedoch noch nicht vdllig rein, da hej 
der Analyse noch Athoxyl festgestellt wurde. Die Untersuchung 
wird noch weiter fortgesetzt. Bei dieser Gelegenheit wurde ead 
Uroporphyrin nochmals der Chromsiureoxydation unterzogen und 
155 mg prachtvoll krystallisierte carboxylierte Himatinsiiure ay; 
300 mg Uroporphyrinester erhalten. Die farblosen Prismey 
schmolzen bei 179—180°. Im Makro- wie im Mikropolarisations. 
rohr konnte keinerlei Drehung festgestellt werden. 

Um die 2,4-Dimethylpyrrol-3-bernsteinsiure in gréfSeren 
MaBstab zu gewinnen, wurde die Abspaltung des «-Carbithoxy. 
restes mit Hilfe von Jodwasserstoff—Kisessig versucht. In geringer 
Ausbeute fiihrte auch diese Reaktion zum Ziel; das Hauptprodukt 
aber war eine gelber, jodhaltiger Kérper, dessen Analysenzahlen 
am ehesten auf eine Trijod-2,4-dimethyl-3-pyrrolbernsteinsiure 
stimmen. Der Kérper muf noch einer eingehenden Untersuchung 
unterzogen werden; er ist im iibrigen wegen seines groBen Jod- 
gehalts sehr leicht zu erkennen. Leider besitzen wir nicht mehr 
geniigend Uroporphyrin, um festzustellen, ob bei der Jodwasser- 
stoff—Reduktion dieses Porphyrins auch dieses jodhaltige Produkt 
auftritt. 

Versuche. 

1,3,5,7-Tetramethyl -2, 4,6, 8-tetramethylmalonsaure-oktamethy]. 
esterporphin (Iso- uroporphyrin I-oktamethylester)'). 5 g des Hydro- 
bromides des 5-Brom-4, 3’, 5’-trimethyl-3, 4’-dimethyl-malonsdure-tetraiithy]- 
esterpyrromethens werden im Bombenrohr mit 50 ecem Bromwasserstofi- 
Eisessig im Wasserbad 8 Tage auf 35—37° erwirmt und dann nochmals 
8 Tage auf der Temperatur von 45° gehalten. Von dem krystallisierten, 
nicht umgesetzten Methen wird iiber eine Glasnutsche abfiltriert. Das Filtrat 
wird im Vakuum bei gewéhnlicher Temperatur zur Trockene eingedampft. 
Der trockene Riickstand wird mit Methylalkohol versetzt und Chlorwasser- 
stoff bis zur Sattigung unter Eiskiihlung eingeleitet. Nach Stehenlassen 
tiber Nacht wird das veresterte Porphyrin in der iiblichen Weise iiber 
Chloroform aufgearbeitet (unverestertes Produkt wird mit verdiinnter Natron- 
lauge entfernt). Die Chloroformlésung wird eingeengt und mit der 2 bis 
8fachen Menge heiBem Methylalkohol versetzt. Der Oktamethylester scheidet 
sich in Nidelechen aus. Zur Reinigung wird nochmals aus Pyridin—Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. Der Ester schmilzt bei 284°. 

Das nicht umgesetzte Methen wird mit wenig Eisessig, der noch zum 


Filtrat hinzugegeben wird, und Ather gewaschen und kann fir einen 
weiteren Porphyrinansatz verwendet werden. 

1,3,5,7-Tetramethyl-2, 4,6,8-tetramethylmalonsaure-oktamethy]l- 
esterporphin- Kupfersalz (Iso- uroporphyrin I- -oktamethylester- Kupfer- 
salz). 50 mg Iso-uroporphyrin I-oktamethylester werden in wenig Chloroform 





') Vgl. H. Fischer u. R. Siebert, Liebigs Ann. 483, 1 (1930). 
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i gelést und mit einer heiBen Lésung von Kupferacetat in Eisessig versetzt und 
' bis zum Erscheinen des Komplexsalz-Spektrums aufgekocht. Beim Erkalten- 
? jassen krystallisiert das Kupfersalz in Nidelchen vom Schmelzp. 289° aus, 
die mit Wasser und heiBem Methylalkohol gewaschen werden. Zur Analyse 
| wird zweimal aus Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert und im Vakuum 
- bei 65° tiber Atzkali und Phosphorpentoxyd getrocknet. 


5,232 mg Subst.: 11,040 mg CO,, 2,435 mg H,O, 0,410 mg CuO. — 


- 3.420 mg Subst.: 0,186 cem N, (20°, 713 mm). 
| C,Hw»N,O, Cu (1004,3) Ber. © 57,38 H522 N558 Cu 6,33 


Gef. ,, 57,55 , 5,21 , 5,94 4, 625. 


Spektrum in Pyridin—Ather: 

I. 575,0—560,0; II. 542,0—521,6; End-Abs. 430. 

Reihenfolge der Intensititen: I, II. 

1,3,5,7-Tetramethyl-2,4,6,8-tetramethylmalonsdure-oktamethyl- 
esterporphin-Nickelsalz (Iso-uroporphyrin I-oktamethylester-Nickel- 
salz). 50mg Iso-uroporphyrin I-oktamethylester werden in wenig Chloro- 
form gelist und mit einer heiSen filtrierten Lésung von Nickelacetat in 
Eisessig versetzt, bis zum Erscheinen des Komplexsalz-Spektrums auf- 
gekocht und stehen gelassen. Das Nickelsalz krystallisiert in Niidelchen, 
die mit heiBem Wasser und hei8em Methylalkohol gewaschen werden. Zur 
Analyse wird zweimal aus Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert und 
im Vakuum bei 65° tiber Atzkali und Phosphorpentoxyd zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Der Schmelzpunkt liegt bei 272°. 

4,845 mg Subst.: 10,310 mg CO,, 2,330 mg H,O, 0,375 mg Ni,O,. — 
8,305 mg Subst.: 0,179 cem N, (21°, 716 mm). 
C,:Hs.N,O,Ni (998,7) Ber. C 57,67 H526 N 5,61 Ni 5,88 

Gef. ,, 58,04 ,, 5,38 , 5,92 , 5,67. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 564,0—545,3; II. 526,6—509,0; End-Abs. etwa 435. 

Reihenfolge der Intensititen: I, II. 

1,3,5,7-Tetramethyl-2, 4, 6, 8-tetramethylmalonsaure-oktamethyl- 
esterporphin-Silbersalz (Iso-uroporphyrin I-oktamethylester-Silber- 
salz). 50 mg Iso-uroporphyrin I-oktamethylester werden in wenig Eisessig 
gelést und mit einer Lésung von Silberacetat in Eisessig versetzt und bis 
zum Erscheinen des Komplexsalz-Spektrums aufgekocht. Das Silberkomplex- 
salz krystallisiert beim Erkalten aus, wird abfiltriert und mit heiBem 
Wasser gewaschen. Zur Analyse wird 2 mal aus Chloroform—Methylalkohol 
umkrystallisiert und iiber Phosphorpentoxyd und Atzkali im Vakuum bei 
65° getrocknet. Die Nadeln schmelzen bei 290°. 

3,588 mg Subst.: 7,175 mg CO,, 1,720 mg H,O, 0,353 mg Ag. — 2,610 mg 
Subst.: 0,147 cem N, (21°, 716 mm). 
CysHg0,.N,Ag (1048,9) Ber. C 54,91 H5,10 N535 Ag 9,72 

Gef. ,, 54,54 ,, 5,37 ,, 6,16 9,84. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 569,8—553,6; II. 537,0—518,0; End-Abs. etwa 435. 

Reihenfolge der Intensititen: I, II. 
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1,3,5,7-Tetramethyl-2,4,6,8- tetramethylmalonsaure-oktamethy]. 
esterporphin-Eisensalz (Iso-uroporphyrin I-oktamethylester - Eisen. 
salz). 100 mg Iso-uroporphyrin I-oktamethylester werden in wenig Lisessig 
gelést und mit einer frisch bereiteten und filtrierten Ferroacetatlésung, der 
einige Tropfen Kochsalzlésung zugesetzt sind, versetzt und kurz aufgekocht. 
Beim Erkalten krystallisiert das Eisensalz aus. Es wird abgesaugt und 
mit hei’em Wasser gewaschen. Zur Analyse wurde 2 mal aus Chloroform- 
Methylalkohol umkrystallisiert und iiber Atzkali und Phosphorpentoxyd 
bei 65° im Vakuum getrocknet. Schmelzp. 256°. 


4,551 mg Subst.: 9,390 mg CO,, 2,205 mg H,O, 0,358 mg Fe,0,. — 
3,485 mg Subst.: 0,178 ecm N, (20°, 713 mm). — 4,916 mg Subst.: 0,720 mg Ag(\, 


C,.HseN,0,,FeCl (1032,0) 
Ber. C 55,83 H5,08 N543  Fe5,41 Cl 3,44 
Gef. ,, 56,27 ,, 5,42 ,, 5,58 » 550 4, 8,62. 


Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat: 
I. 558,5—539,6; II. 529,0—503,1; End-Abs. etwa 445. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, LI. 


1, 3,5, 7 - Tetramethy] - 2, 4, 6, 8 - tetramethylmalonsaureporphin. 
Eisensalz (freies Iso-uroporphyrin I-Eisensalz). 100 mg Porphyrinester- 
Eisensalz wie oben dargestellt, werden in wenig Pyridin heiB gelést. Dazu 
werden 10 ccm 10°/,ige methylalkoholische Kalilauge gegeben, 5 Minuten 
auf dem Wasserbad erhitzt, stehen gelassen und das ausgefallene Kalisalz 
abfiltriert. Man gibt es in verdiinnte Salzsiiure, 1i8t stehen und filtriert ab. 
Der Riickstand wird in wenig verdiinnter Natronlauge gelést, etwas Wasser 
hinzugefiigt und mit verdiinnter Salzsiiure schwach angesiuert. Nach 
einigen Tagen krystallisiert das Eisensalz aus. Zur Analyse wird nochmals 
aus Natronlauge-Salzsiure umkrystallisiert, abfiltriert und mit heifem 
Wasser gewaschen. Man trocknet bei 40° im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd und Atzkali bis zur Gewichtskonstanz. 


4,064 mg Subst.: 8,295 mg CO,, 1,670 mg H,O, 0,419 mg Fe,0,. — 
8,840 mg Subst.: 0,220 cem N, (18°, 724 mm). 
OCH,- und Halogenbestimmung negatiy. 
Anhydridformel: C,,H,;N,0,,Fe (867,4) 
Ber. C 55,36 H 4,07 N 6,46 Fe 6,44 
Gef. ,, 55,67 9» 4,09 5, 6,37 »' tyne 
Das Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat ist identisch 
mit dem Spektrum des Ester-Eisensalzes unter den gleichen Bedingungen. 


1, 3,5, 7 - Tetramethyl - 2, 4, 6, 8 - tetramethylmalonsaureporphin 
(freies Iso-uroporphyrin I). 200 mg Iso-uroporphyrin I-methylester werden 
in méglichst wenig Pyridin heiB gelést. Dazu werden 20 ccm methy!- 
alkoholische Kalilauge gegeben, 5 Minuten auf dem heiBen Wasserbad er- 
hitzt, stehen gelassen und das ausgefallene Kalisalz abfiltriert. Das Kalisalz 
wird mit wenig Eisessig angeriihrt, 20 Minuten stehen gelassen, der Nieder- 
schlag abfiltriert, einmal mit Kisessig, einmal mit Wasser, nochmals mit Lis- 
essig und dann mit’ Ather kurz gedeckt und bei 40° iiber Atzkali und 
Phosphorpentoxyd im Vakuum zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
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4,420 mg Subst.: 9,335 mg CO,, 2,205 mg H,O. — 3,220 mg Subst.: 
0,196 ccm Ng (18°, 724 mm). 
| CyoHsgN,O16 (830,3) Ber. C 57,8  H 4,62 N 6,74 

Gef. ,, 57,60 ,, 5,12 ,, 6,80. 

Die Methoxylbestimmung war negativ. Spektroskopisch herrscht voll- 
stindige Identitét mit dem Ester. 

Die bis jetzt angegebenen Versuche hat Herr Haarer durchgefiihrt; 
es folgen nunmebr die Versuche des Herrn vy. Holt 


2-Brommethyl-4-methyl-5-carbathoxy-pyrrol-3-bernsteinsaure. 
3¢ 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol-3-bernsteinsiure werden in etwa 300cem 
absolutem Ather suspendiert und mit 1,8 g Brom = 1,1 Mol versetzt. Nach 
dem Stehen iiber Nacht wird vom ungelésten Ausgangsmaterial abfiltriert. 
Feuchtigkeit ist immer auszuschlieBen, um Methanbildung sicher zu ver- 
meiden. 

Nach der Entfernung des Athers bei gewéhnlicher Temperatur bleibt 
das Pyrrol in hellgelber Farbe zuriick und ist fiir Methanbildung hin- 
reichend rein genug. 

Zur Analyse wurde aus Ather-Petrolither umkrystallisiert. Die farb- 
losen Prismen schmelzen bei 157—158° unter Zers. Ausbeute etwa 90°/, d.Th. 

Bei 45° wurde im Vakuum zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


5,565 mg Subst.: 8,621 mg CO,, 2,264 mg H,O. — 3,685 mg Subst.: 
0,127 cem Ny, (18°, 717 mm). — 6,425 mg Subst.: 3,680 mg AgBr. 
C,,H,,0,NBr (362,05) Ber. C 43,09 H 4,45 N 3,87 Br 22,07 
Gef. ,, 42,25 ,, 4,55 ,, 3,83 ,, 24,37. 


Bis - (3 - bernsteinsaure -4- methyl -5-carbathoxypyrryl) -2-methan. 
Obiger Bromkérper wird in viel kochendes Wasser eingetragen und 
1 Stunde im Sieden erhalten. Unter starker Formaldehydentwicklung schmilzt 
der Kérper zu einem dunklen Ol, das nach vélliger Abkiihlung zu einer 
braunen, amorphen Masse erstarrt. 

Nach dem Trocknen und Pulverisieren wird mit Alkohol ausgedeckt. 
Die weiBen Prismen schmelzen bei 138° unter Zers. und werden bei 50° 
im Vakuum getrocknet. 


3,945 mg Subst.: 7,882 mg CO,, 1,993 mg H,O. — 4,360 mg Subst.: 
0,190 eem N, (17°, 720 mm). 
C,;H,,0,,N, (550,24) Ber. C 54,54 H 5,50 N 5,09 
Gef. ,, 54,49 ,, 5,65 ,, 4,86. 


Verseifung zum Hexanatriumsalz des Methans 2 ¢ Bis-pyrryl- 
methan werden in Sprit gelést und mit einer Lésung von 0,88 g NaOH 
in 30 cem Wasser 7 Stunden unter RiickfluB gekocht. Auf dem Wasserbad 
wird der Alkohol verdampft, mit destilliertem Wasser auf 100 ccm aufgefiillt, 
filtriert und auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft. Das Salz ist 
hygroskopisch und darum nicht zur Analyse geeignet. 

1,4,5,8-Tetramethyl-porphin-2,3,6,7-tetrabernsteinsaure. 2 ¢ Me- 
thanhexanatriumsalz werden mit 95°/,iger Ameisensiure tibergossen, und 
bei 40—45° 48—72 Stunden lang ein schwacher Luftstrom durchgeleitet. 
Das schwer lésliche Porphyrin wird abfiltriert, mit acetathaltigem Wasser, 
Methylalkohol und Ather ausgewaschen. 


7* 
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Spektrum in 25°/,iger Salzsiure: 
I. 608,6—600,0; II. Schatten 581; III. 566,6—552,6. 
604,3 559,0 

Reihenfolge der Intensititen: III, I, II. 

Wie Herr Staff gefunden hat, lat sich die Ausbeute an Porphyrin auf 
30°/, erhéhen, wenn man nach Eindampfen der Mutterlauge im Vakuum zu; 
Trockene den Riickstand mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff verestert, 

1,4,5,8 - Tetramethyl - porphin -2,3,6,7 -tetrabernsteinsaure - okta. 
methylester. Das freie Porphyrin wird nach bekannter Methode wit 
methylalkoholischer Salzsiiure kalt verestert und iiber Chloroform auf. 
gearbeitet. Nach 3 maligem Umkrystallisieren aus Chloroform—Methylalkoho! 
schmolzen die ameiseneieriihnlichen Krystalle im Preglblock bei 317—318°, 
Zur Analyse wurde bei 60° im Vakuum zur Gewichtskonstanz getrocknet, 

4,140 mg Subst.: 9,260 mg CO,, 2,175 mg H,O. — 1,193 mg Subst.: 
0,067 ccm N, (17°, 713 mm). — 2,955 mg Subst.: 5,862 mg AgJ. 
C,,H,,0,.N, (942,43) Ber. C 61,12 H 5,77 N 5,94 OCH, 26,33 

Gef. ,, 61,00 ,, 5,88 ,, 6,20 9 26,21, 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 630,0—625,8; II. Schatten 601,0; III. 587,9 ... 574,2—570,3; 

















628,1 572,0 
IV. 541,4...539,0—529,0; V. 512,9... max. 501,4...486,6; End-Abs, 433. 
534,0 


Reihenfolge der Intensitiiten: V, IV, III, I, I. 
Spektrum in Chloroform: 
I, 631,0—625,0; II. Schatten 601,4; III. 587,0 ... 576,0—569,8: 
628,0 572,6 
IV. 543,5... max. 536,5—529,3;  V. 517,0... max. 501,0... 4888; 
End-Abs. 436,4. 
Reihenfolge der Intensitiiten: V, IV, I, III, II. 
Spektrum in 25°,iger Salzsiure: 
I. 608,6—600,0; I. Schatten etwa 581; III. 566,6—552,6; End-Abs. 433,6. 
604,3 559,0 
Reihenfolge der Intensitiiten: II, I, Il. 
1,4,5,8-Tetramethy]l -2,3,6,7 -tetrabernsteinsaure - methy] - ester- 
porphyrin-Komplexsalze. Kupfersalz: Der Ester wurde in Chloroform ge- 
lést und mit einer gesittigten Lésung von Kupferacetat in Eisessig versetzt. 
Nach dem Verdampfen des Chloroforms krystallisierte das Kupfersalz in 
hellroten Nadeln, die mit Wasser gewaschen und aus Chloroform-Eis- 
essig zur Analyse umkrystallisiert wurden. Nach dem Trocknen bei 65° 
zur Gewichtskonstanz schmolz der Kérper nicht bis 290°. 
3,790 mg Subst.: 7,965 mg CO,, 1,880 mg H,O, 0,310 mg CuO. 
C,,H;,0,.N,Cu (1003,98) Ber. C 57,37 H 5,22 Cu 6,33 
Gef. ,, 57,82 ,, 5,55 ,, 6,58. 
- Eisensalz: Himochromogenspektrum in Pyridin + 2 Tropfen Hydrazin- 
ydrat: 
I, 558,0—542,6; II. 531,3—505,0; End-Abs. 485. 




















549,5 518,0 
Reihenfolge der Intensititen: I, II. 
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Abbau mit 1°/,iger Salzsaure. 5 mg Porphyrinester wurden mit 
25 cem 1°/iger Salzsiure 3 Stunden bei 180—188° im Druckrohr erhitzt. 

Bis auf einige Flocken léste sich das Reaktionsprodukt glatt in Ather 
und zeigte mit Koproporphyrin vollkommene Ubereinstimmung im Spektrum. 
Nach der Veresterung mit methylalkoholischer Salzsiure und Aufarbeitung 
des Esters tiber Chloroform zeigten die rotbraunen Prismen nach 2 maligem 
Umkrystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol im gleichzeitig genommenen 
Mischschmelzpunkt mit Koproporphyrin II-Ester folgendes Verhalten: 


Koproporphyrin II-Ester Mischschmelzpunkt Abbauester 
Schmelzp. 266—267° Schmelzp. 260° Schmelzp. 251—252° 


Bei 235° trat Sintern bei allen Priiparaten ein. 


2,4-Dimethyl-5-carboxylpyrrol-3-bernsteinsaure. 10 g 2,4-Di- 
methyl-5-carbithoxypyrrol-3-bernsteinsiure werden durch 1'/,stiindiges 
Kochen mit einer Lésung von 5,6 g NaOH in 100 ccm Wasser verseift. 

Nach Filtration wird tief gekiihlt, dann obiges Pyrrol bei — 3°C mit 
konzentrierter Salzsiiure bis zur schmutzig-kongosauren Reaktion ausgefallt 
und sofort abgesaugt. 

Ausbeute an trocknem Rohprodukt etwa 3 g = 30°/, d. Th. 

Zur Analyse wurde das Pyrrol aus der Hiilse mit absolutem Ather 
extrahiert. Es krystallisiert in wei8en Prismen vom Schmelzp. 198° (unter Zers.). 

4,410 mg Subst.: 8,668 mg CO,, 2,224 mg H,O. — 3,873 mg Subst.: 
0,202 eem N, (17°, 760 mm). 

C,,H,30,.N (255,11) Ber. C 51,74 H 5,13 N 5,49 
Gef. ,, 53,61 ,, 5,64 ,, 6,14. 
Diese und spitere Analysen zeigten fortschreitende Decarboxylierung. 


2,4-Dimethylpyrrol-3-bernsteinsaure. 10 g 2,4-Dimethyl-5-carb- 
ithoxypyrrol-3-bernsteinsiure werden wie oben verseift. 

Nach erschépfendem Ausiithern wird der Ather durch Filtration tiber 
entwiissertem Na,SO, getrocknet, auf etwa 75 cem abdestilliert und der Rest 
im Vakuum entfernt. Das Pyrrol hinterbleibt als flockige voluminése, 
hellgelb gefiirbte Masse. Ausbeute 4,5 g = 60°/, d. Th. 

Zur Analyse wurde mit Ather aus der Hiilse extrahiert. Das Pyrrol 
krystallisiert in farblosen Prismen vom Schmelzp. 173—174°% Es ist leicht 
léslich in Ather, Alkohol, Chloroform, unléslich in Petrolither. Es zeigt 
starke Ehrlichsche Reaktion und verfarbt sich an der Luft schnell. 

Zur Analyse wurde bei 40° im Vakuum zur Konstanz getrocknet. 

4,000 mg Subst.: 8,395 mg CO,, 2,295 mg H,O. — 4,026 mg Subst.: 
0,245 cem N, (20°, 714 mm). 

C,oH,,0,N (211,11) Ber. C 56,85 H 6,16 N 6,63 
Gef. ,, 57,24 ,, 6,62 ,, 6,66. 

Abbau von 2,4-Dimethyl-5- carbithoxypyrrol - 3- bernsteinsaure 
mit Jodwasserstoff- Eisessig. 1 g 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-bern- 
steinsiure wird 1 Stunde mit 8 cem Jodwasserstoff-Eisessig (1:1) auf kraftig 
siedendem Wasserbad erhitzt und nach dem Erkalten mit wenig Phosphonium- 
jodid vom iiberschiissigen Jod befreit. Nach 4 stiindigem Stehen wurde von 
ausgeschiedenen Krystallen abfiltriert. Aus der Mutterlauge wurde ein ge- 
ringer Teil 2,4-Dimethylpyrrol-3-bernsteinsiure yom Schmelzp. 175° gewonnen, 
der mit frither isoliertem Material keine Schmelzpunktsdepression ergab. 
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Der Hauptteil des Abbauproduktes war in Dreiecken oder in durchkreuztey 
Dreiecken krystallisiert. Der gelbe Kérper zeigte nach dem Trocknen be; 
50° den Schmelzp. 188—189° und schmolz unter wenig Gasen und Bildung 
eines weiBen Beschlages. Die Beilsteinprobe war stark positiv, dieEhrlichsche 
Reaktion war schwach, nahm allmihlich aber an Intensitét zu. 


5,717, 4,429 mg Subst.: 4,322, 3,378 mg CO,, 1,361, 1,019 mg H,0, — 
4,880, 2,910 mg Subst.: 0,106 (18°, 721 mm), 0,057 (18°, 717 mm) cem N,. 
3,690, 6 062 mg Subst.: 4,610, 7,105 mg AgJ. 

Gef. C 20,62, 20,80 H 2,67, 2,58 N 2,41, 2,17 J 67,58, 63,35. 


Umsetzung mit Dimethylamino-benzaldehyd. Nach der Arbeit. 
vorschrift von H. Fischer und Nenitzescu') wurden 2,4-Dimethylpyrrol- 
3-bernsteinsiure und Dimethylamino-benzaldehyd in aiquimolarer Menge jn 
wenig Wasser aufgeschwemmt und unter Kiskiihlung und Reiben mit 
2 Tropfen Perchlorsdure versetzt. Es scheidet sich ein blauroter Kérper 
aus, der nach der Umkrystallisation aus Sprit und dem Trocknen bei 60° 
im Vakuum den Schmelzp. 199—200° zeigt. Er war in blau-violetten 
Prismen krystallisiert. Zur Analyse wurde aus Sprit umkrystallisiert. 


4,287 mg Subst.: 8,070 mg CO,, 2,210 mg H,O. — 3,600 mg Subst. 
0,208 cem N, (20°, 709 mm). — 38,222 mg Subst.: 0,981 mg AgCl. 
C,)H,,0,N,Cl (442,64) Ber. C 51,39 H 5,24 N 6,83 Cl 8,01 
Gef. ,, 51,34 ,, 5,77 , 6,87 ,, 7,53. 


Oxydation von 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinsaure 
mit Chromsaure. 5 g 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinsiure 
werden in 100 cem 50°, iger Schwefelsiure suspendiert und innerhalb von 
*/, Stunden tropfenweise unter heftigem Turbinieren bei Zimmertemperatur 
mit einer Lésung von 14 g Chromsiureanhydrid in 250 cem Wasser ver- 
setzt. Nach 5 stiindigem Turbinieren wurde iiber Nacht stehen gelassen. Die 
tiefgriine Loésung wurde nach dem Filtrieren von wenig Verunreinigungen 
alkalisch gemacht und im Schottapparat 3 Stunden mit Ather extrahiert. Nach 
dem Verdampfen des Athers hinterblieb praktisch nichts. Mit verdiinnter 
Salzsiiure wurde jetzt schmutzig-kongosauer gemacht und 12 Stunden erneut 
mit Ather extrahiert. 

Das nach dem Verdampfen des Athers hinterbleibende, sauer reagie- 
rende, teilweise krystallisierte Produkt wurde in Wasser gelést, schwach 
kongosauer gemacht und erneut extrahiert. 

Nach dem Entfernen des Athers blieb ein schén krystallisierter Riick- 
stand vom Schmelzp. 178—179°. Nach dem Umkrystallisieren aus dem 
Aceton—Ather lag der Schmelzpunkt der farblosen Prismen bei 184—185" 
(unter Zers.). Ausbeute 0,250 g. 

Zur Analyse wurde bei 60° im Vakuum zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


5,197 mg Subst.: 9,037 mg CO,, 2,147 mg H,O. — 5,686 mg Subst.: 
0,305 cem N, (17°, 720 mm). 
C,H,O,N (227,07) Ber. C 47,56 H 4,00 N 6,17 
Gef. ,, 47,42 ,, 4,62 ,, 5,98. 
Eine OC,H,-Bestimmung ergab: 4,915 mg Subst.: 0,490 mg Ag, 
1,91°/, OC,H,. 








') Diese Z, 145, 301 (1925). 
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Uber die Einwirkung von Licht auf Lyochrome. 
Von 


W. Koschara. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1934.) 


Vor knapp 2 Jahren ist die Farbstoffklasse der Lyochrome 
(Flavine) aufgefunden worden?) Seither hat sich die ungemein 
weite Verbreitung der neuen Pigmente im Tier- und Pflanzenreich 
und ihre doppelte physiologische Bedeutung als Atmungsferment 
und Vitamin (B,) immer deutlicher herausschilen lassen. Die 
leuchtend griingelbe Farbe und Fluorescenz, das Erléschen der 
Fluorescenz bei Zusatz starker Alkalien oder starker Saiuren, die 
Zerstérung durch heiBes Alkali, die Stabilitit gegen heiBe Séuren 
sowie gegen oxydativen Angriff, die Léslichkeit in Wasser und 
Unléslichkeit in indifferenten Lésungsmitteln, endlich die Existenz 
von Leukoverbindungen, die mit Luft sich zum Farbstoff reoxy- 
dieren: Diese auffalligsten Erscheinungen umreiBen die Kigen- 
schaften der Lyochrome hinreichend. Dazu gesellt sich ein merk- 
wiirdiges photochemisches Verhalten, das alle bisher bekannten 
Lyochrome zeigen: Setzt man alkalische Flavinlésungen der Ein- 
wirkung von Licht aus, so andert sich der Farbstoff derart, dab 
er chloroformléslich wird (alkalische Photolyse)?). Diese Reaktion 
wird in den folgenden Ausfiihrungen von verschiedenen Seiten 
betrachtet werden. 

Mit Hilfe der chromatographischen Adsorptionsanalyse, erst- 
mals nutzbar gemacht fiir die Bearbeitung wibriger Lésungen, 
ist es gelungen, ein Lyochrom aus menschlichem Harn, das Uro- 
flavin, krystallisiert zu gewinnen®). Es konnte gezeigt werden, dab 
neben diesem Lyochromfarbstoff im Harn drei weitere Lyochrome 
vorkommen, von denen eines zum Unterschied von allen bisher 
bekannten Flavinen sich schon mit Wasser im Chromatogramm 
entwickeln laBt. Diese typische Eigenschaft gibt dem neuen Farb- 
stoff seinen Namen: Aquoflavin. Das Recht auf eine besondere 
Bezeichnung steht dem Farbstoff zu, obwohl er noch nicht kry- 
stallisiert gewonnen werden konnte und obwohl in der Lyochrom- 
reihe Zuriickhaltung bei der Namengebung geboten erscheint. 
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Die Kigenschaften des Aquoflavins sind an weit gereinigtey 
Lésungen untersucht worden. Diese sind griingelb mit sattgelhe 
Fluorescenz. Die Fluorescenz ist in vergleichbaren Konzentrationey 
deutlich verschieden von der griinen des Uroflavins und Lacto. 
flavins*). In der Abhingigkeit der Farbe und der Fluorescen, 
vom p,, der Lésung, in den Lislichkeitseigenschaften, dem Ver. 
halten gegen heiBe Siure und heiBe Lauge, in der Stabiliti 
gegen Oxydationsmittel, ferner in dem Wechselspiel zwischen 
Farbstoff und Leukoverbindung, gleicht das Aquoflavin dem Uro- 
flavin véllig. Entscheidendes zur Abgrenzung des neuen Farbstofi 
von den bisher bekannten Lyochromen bringt die alkalische 
Photolyse. Der Farbstoff, den man durch Belichten von alkalischer 
Aquoflavinlésung erhalt und der Aquo-Lumiflavin**) genannt sei, 
ist im Gegensatz zu dem Belichtungsprodukt des Uroflavins in 
Chloroform unléslich. Vom Ausgangsprodukt ist er im Chromato- 
gramm und durch sein Verhalten bei der Acetylierung eindeutig 
zu unterscheiden. Damit gewinnt das Aquoflavin seine besondere 
Bedeutung bei der Untersuchung der Reaktionsfolge, die in dem 
System: Lyochrom—Alkali—Licht abliuft. 

Lactoflavin wird durch 4fache Acetylierung chloroformléslich. 
Im gleichen Sinn wie die Blockierung der Hydroxyle wirkt bhe- 
ziiglich der Léslichkeitsinderung die alkalische Photolyse, bei der 
mit der Gruppe C,H,O, 4 Hydroxyle abgespalten werden, und bei 
der chloroformlésliches, nicht acetylierbares Lacto-Lumiflavin 
entsteht *). Auch Aquoflavin liefert ein chloroformlésliches Acetat; 
das chloroformunlésliche Aquo-Lumiflavin bleibt auch nach der 
Behandlung mit Essigsiureanhydrid unléslich, besitzt daher im 
Gegensatz zum Aquoflavin keine Hydroxylgruppen. Das gemein- 
same bei der alkalischen Photolyse des Lacto- und des Aquo- 
flavins ist somit der Verlust von Hydroxylgruppen. Die Stellung 
des Aquoflavins zu den bisher bekannten Flavinen wird durch 
die Feststellung erhellt, da8 ein Nebenprodukt der alkalischen 
Photolyse des Lacto- und des Uroflavins groBe Ahnlichkeit besitzt 

mit dem Belichtungsprodukt des Aquoflavins. Die Bildung dieses 
Nebenproduktes ist bei Belichtung von Farbstoffkonzentraten aus 
Molke und aus Harn immer beobachtet worden. Der Befund 





*) Da sich bisher zwischen den beiden Lyochromen keine Unterschiede 
haben feststellen lassen (unveréffentlichte Versuche), sind die beiden Farb- 
stoffe im folgenden gleichzusetzen. 

**) In Anlehnung an die von R. Kuhn und Th. Wagner-Jauregg, 
Ber. chem. Ges. 66, 1577 (1933), gewihlte Nomenklatur. 
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besagt bei rohen Lyochromlésungen wenig. Er ist erneut erhoben 
worden bei der Photospaltung reinen krystallisierten Uroflavins. 
Neben dem Uro-Lumiflavin, das zu 80°/, entsteht, bildet sich zu 
5°/, ein chloroformunléslicher Lyochromfarbstoff, der im Cliromato- 
gramm mit dem Aquo-Lumiflavin geht und bei Acetylierungs- 
yersuchen sich wie Aquo-Lumiflavin verhilt. Vorbehaltlich einer 
weiteren Sicherung dieser Verkniipfung von Uro- und Aquoflavin 
liBt sich somit sagen, daB eine Nebenreaktion bei der Photolyse 
des Uroflavins fiir das Aquoflavin zur Hauptreaktion wird. 

Die alkalische Photolyse ist die markanteste photochemische 
Reaktion der Lyochrome. Von Lichtwirkungen auf die neuen 
Farbstoffe sind zwei weitere beschrieben: 1. Lyochromlésungen 
bleichen im Licht irreversibel aus '). 2. Bei Belichtung unter Sauerstoff- 
ausschluB bleicht die Lésung zwar auch aus, gewinnt aber mit 
Luft ihre Farbe wieder unter Bildung eines neuen Farbstoffs 
(Deuteroflavin), der schon mit Alkali allein ohne Licht zum Lumi- 
flavin wird‘). Drei neue Beobachtungen sind im Lauf der vor- 
liegenden Untersuchung gemacht worden. 1. Auf die Leukoform 
des Lactoflavins, erhalten durch Reduktion mit Natriumhydrosulfit, 
wirkt in alkalischer Liésung weder sichtbares, noch ultraviolettes 
Licht ein. 2. Die Bestrahlung sodaalkalischer Farbstofflésungen 
an der Luft fiithrt bei kurzer Lichteinwirkung zu deuteroflavin- 
iihnlichen Produkten. Belichtet man in fiir natronalkalische Kin- 
wirkung optimalen Zeiten, so bleicht der Farbstoff irreversibel 
stark aus. 3. Schweflige Saiure, bei LichtausschluB ohne Wirkung 
auf Lyochrome, reduziert im Licht glatt zu reversibel oxydier- 
barer Leukoverbindung. SO, 1aBt sich durch andere, auch organische 
Wasserstoffdonatoren ersetzen. 

Die beschriebenen Tatsachen fiigen sich zwanglos in folgende 
Vorstellung von der Lichteinwirkung auf Lyochrome: Die primire 
Photoreaktion ist eine Wasserstoffverschiebung, bei der das Lyo- 
chrom als Wasserstoffacceptor zum Leukofarbstoff wird. Als 
Donatoren kénnen verschiedene Substanzen auftreten, z. B. Sulfit, 
Ferrosalz, Arsenit, Milchsiure usw. Die Rolle des Wasserstoff- 
donators wird in reinen Farbstofflésungen von einem anderen Teil 
des Farbstoffs tibernommen, der dabei dehydriert wird*). Wahrend 
die Leukoverbindung durch Luftsauerstoff wieder zum Farbstoff 


wird, fallt der dehydrierte Farbstoffanteil (= Deuteroflavin?) einer 


__*) Es bleibt dahingestellt, ob die Wasserstoffdismutierung inter- oder 
intramolekular erfolgt. 
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irreversiblen Zerstérung anheim. In sodaalkalischer Lisung* 
ist die Disproportionierung und damit die Dehydrierung eines 
Lyochromanteils stark begiinstigt, so daB itiber den Dehydrofar}. 
stoff das Lyochrom schnell zerstért wird. In natronalkalische; 
Lésung endlich tritt ein eigentiimlicher Spaltungs- und Stabili. 
sierungsprozeB ein, der das dehydrierte Molekiil unter Bildung 
von Lumiflavin der Zerstérung entzieht. 

Die Wasserstoffdismutation unter dem EinfluB von Licht 
ist die Primirreaktion bei den photochemischen Verinderungen 
der Lyochrome™*). Der Tetraoxybutylrest des Lactoflavins legt 
den Gedanken nahe, daB die Dehydrierung an einer Alkohol- 
gruppe dieses Restes angreift, wobei sie zur Ketongruppe wird, 
Es war reizvoll zu versuchen, die Reaktion mit dem Lumifiavin 
als Endprodukt auf rein chemischem Wege zu _ verwirklichen, 
Wahbrend starke Oxydationsmittel (Permanganat, Bromlauge) 
alkalische Lyochromlisungen erstaunlich schnell ausbleichen***, 
gelingt es, mit Wasserstoffsuperoxyd unter milden Bedingungen 
Uroflavin zu 50°/, in einen chloroformlislichen Farbstoff umzu- 
wandeln (Uro-,,Lumi“flavin). Damit ist die unbestimmte Wirkung 
des Lichtes durch die vertrautere eines chemischen Stoffes ersetzt. 
Die Reaktion ist in Parallele zu setzen mit der Fentonreaktion', 
die Oxygruppen der verschiedensten Art in die Carbonylgruppe 
umwandelt, und mit der ersten Stufe des Aldonsiiureabbaus nach 
Ruff®). Man wird ferner an die Oxydation von Hexosen mit 
Wasserstoffperoxyd in alkalischer Lisung erinnert’). Ubertriigt 
man die Rolle des H,O, dem Phenylhydrazin als Wasserstoff- 
Acceptor, so sind in zweiter Linie die klassischen Osazonarbeiten 
Emil Fischers und die Spaltung des 2-Oxy-3-tetraoxybutyl- 
chinoxalin nach H. Ohle‘) als weitere Beispiele fir die Ketoni- 
sierung von Polyoxyverbindungen heranzuziehen. 

Der Reaktionsmechanismus, der fiir die weiteren Umwand- 
lungen des Dehydroflavins zu farblosen Bruchstiicken einerseits 
und zum Lumiflavin andererseits gilt, ist noch nicht durch Ver- 
suche belegt. Bei seiner Aufklirung kann dem Aquoflavin eine 

*) Vgl. die glatte Reduktion durch Schwefelwasserstoff in soda- 
alkalischer Lésung. Ph. Ellinger u. W. Koschara, Ber. chem. Ges. 66, 
1411 (1933). 

**) Die Einbeziehung von anderen photochemischen Oxydationen in 
das skizzierte Bild dringt sich auf. 
***) Die Lyochromfarbe ist in saurer und neutraler Lésung gegen 


Permanganat so stabil, daB sich fremde Beimengungen ohne Minderung 
des Lyochromfarbwertes mit Permanganat wegoxydieren lassen ). 
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wesentliche Rolle zufallen. Das neue Lyochrom, das bisher nur 
' im Harn gefunden wurde, mag mit einiger Wahrscheinlichkeit 
| als Stoffwechselprodukt, gebildet aus den bisher bekannten Lyo- 
- chromen, angesprochen werden. Versuche, es durch Oxydation von 


Uroflavin zu erhalten, sind iiber andeutungsweise positive Ergeb- 


 nisse noch nicht hinausgediehen. 


Ks ist die reversible Photobleiche der Lyochrome bei Gegenwart 


' yon Sulfit usw. nochmals anzufiihren. Das System: Lyochrom— 
' Licht-Wasserstoffdonator mit dem Luftsauerstoff als endgiiltigem 
| Wasserstoffacceptor, kann als Fermentmodell angesehen werden. 
_ Wesen und Leistung des Modells bedarf weiterer Untersuchung 


sowohl hinsichtlich der Donatoren, wie der Acceptorfarbstoffe*). 


| Es ist jedoch schon jetzt festzustellen, daB jede Untersuchung, 


die biologische Systeme auf Dehydrasen mit Hilfe der reversiblen 
Flavinbleiche priift®), unter LichtausschluB oder mit Dunkel- 


_ kontrollen zu arbeiten hat. 


Herrn Prof. Dr. F. Knoop méchte ich auch an dieser Stelle 
fir die groBziigige Férderung der Arbeit meinen besten Dank 
sagen. 

Versuche. 

1. Aquoflavin. a) Gewinnung. Aquoflavin fallt an bei der 
chromatographischen Adsorptionsanalyse von Uroflavinkonzentraten. 
Deren Gewinnung aus 5000 Liter Harn schlieBt sich eng an die 
gegebene Vorschrift*) an. Beispiel fiir das Chromatogramm: 
5dccm neutrales Lyochromkonzentrat aus Harn, enthaltend 16,6 mg 
Lyochrom”™*), werden iiber einer Siule von Bleicherde X X F (Durch- 
messer 40 mm, Héhe 40 mm) filtriert. Nachwaschen mit 200 ccm 
Wasser. Wihrend Uroflavin in 10 mm breiter Schicht am oberen 
Siulenrand fixiert wird, gelangt Aquoflavin ins Filtrat; dieses wird 
auf 50 ccm eingeengt, mit 10 ccm 2 n-Schwefelsiure versetzt und 
abermals wie oben der Adsorption unterworfen: Rohr 20 mm 
Durchmesser, Schichthéhe 20 mm**). Aquoflavin wird mit Begleit- 
farbstoffen in 2 mm breiter Zone adsorbiert. Waschen mit Wasser 


*) Fiir die Ersetzbarkeit der Lyochrome durch andere Acceptor- 
farbstoffe spricht die Arbeit von C. Neuberg u. A. Galambos, Biochem. 
Z. 61, 8315 (1914). Dort wird der Urankatalysator bei photochemischen 


Oxydationen durch Anthracenderivate ersetzt. 
**) Uber eine Bestimmung von Lyochromen durch Kombination von 


oxydativer Reinigung und chromatographischer Analyse wird demniichst 


berichtet werden. 
***) Da Bleicherde mit Sduren Kohlensdure entwickelt, die das Chromato- 


gramm verzerren wiirde, wird die Erde mit Siure vorbehandelt. 
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entfernt zunichst Begleiter, entwickelt langsam eine gelbrot fluores. 
cierende Aquoflavinzone und laBt braune Farbstoffe an der Erde 
zuriick. Sehr viel schneller als mit Wasser kann in dem ay; 
saurer Lésung erhaltenen Chromatogramm das Aquoflavin mit 
Natriumacetatlésung entwickelt werden, die Uroflavin nicht jy 
mindesten zu eluieren vermag. Dieser Kunstgriff hat fiir analytische 
Arbeiten seine Bedeutung, wihrend er bei priaparativen Unter. 
suchungen zusitzlich die Beseitigung des Elutionsmittels verlangt, 

Die Aquoflavinfraktion des 2. Chromatogramms wird weiter. 
hin durch Bleisulfidadsorption*) und ahnlich wie Ovoflavin!) iither 
das Silbersalz gereinigt. Aus 5000 Liter Harn werden so 17 mg 
Farbstoff gewonnen, colorimetrisch mit der fiir Uroflavin giiltigen 
Extinktion bestimmt. Die sattgelbe Fluorescenz des Farbstoties 
ist permanganatbestindig. Im iibrigen scheint der Farbstoff bei 
langerem Stehen an der Luft sich langsam zu zersetzen. Wihrend 
Lyochromkonzentrate — und beim Kochen auch reine Lisungen 
von Lacto- und Uroflavin — ein eigentiimlich butterartiges Aroma 
besitzen, riecht die gereinigte Aquoflavinlésung nach pflanzlichen 
Schmieren. 

b) Acetylierung. Die Acetylierung des trockenen Farb- 
stoffes geschieht wie iiblich mit Pyridin—Essigsiureanhydrid"’, 
Der Ester ist ebenso wie Acetyl—Lactoflavin in Chloroform und — 
wenn auch schwerer — in Ather ldslich. Mit Natronlauge wird 
er schnell verseift. In Sodalésung ist er einigermafen bestiindig. 

2. Belichtungsversuche. 2) Aquo-Lumiflavin. Die Belichtung 
des Aquoflavins erfolgte unter Bedingungen, die fir Uroflavin als 
optimal erkundet worden waren: 10 ccm Aquoflavinlésung wit 
1,31 mg Farbstoff werden mit 2 ccm 2 n-Natronlauge versetzt und 
in einer Petrischale auf weiSem Grund 55 Minuten aus 10 cm 
Abstand mit einer 75 Watt-Metallfadenlampe bestrahlt. Danach 
mit 4 ccm 2 n-Schwefelsiure ansiuern und mit Chloroform aus- 
schiitteln. Das Chloroform bleibt farblos*). Der Farbstoff der 
wiBrigen Lésung wird im Vakuum von Chloroformresten befreit. 
Filtrieren tiber Bleicherde XXF: Rohr 28 mm, Schichthéhe 20 mm. 
Der Farbstoff wird in scharfer Zone am oberen Siulenrand fixiert. 
Im Gegensatz zum Aquoflavin wird er mit Wasser nicht ent- 
wickelt. Nach Waschen mit 80 ccm Wasser ist der Farbring 
des Chromatogramms lediglich etwas breiter geworden. Besonders 
deutlich wird der Unterschied von Aquoflavin und Aquo-Lumiflavin 





*) Unter der Analysenlampe ist eine schwache, griine Fluorescenz 
zu sehen. 
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im ,Mischchromatogramm“, bei dem Gemische der beiden Stoffe*) 
' jn der oben geschilderten Weise zur Adsorptionsanalyse kommen. 


Die Elution des Aquo-Lumiflavins geschieht mit 5°/,igem 


wibrigen Pyridin. Die colorimetrische Bestimmung im Stufen- 


photometer, mit der Uroflavinextinktion berechnet, zeigt 700 7 


| Farbstoff an. Das sind nur 53 °/, des Einsatzes. In kleineren 
 Versuchen werden 80°/,ige Ausbeuten erreicht wie beim Uroflavin. 


b) Alkalische Photolyse des Uroflavins. Die Photo- 


| spaltung ist bisher an reinen Lyochromen noch nicht beschrieben 
' worden. Im folgenden soll nur die Aufarbeitung des chloroform- 
' unlislichen Farbstoffs, der als Nebenprodukt auftritt, geschildert 
- werden. (Ober das chloroformlésliche Uro-Lumiflavin wird dem- 
nichst zu berichten sein.) 


Versuch: 32 mg Uroflavin (2 mal umkrystallisiert, Schmelz- 


| punkt 272°) werden in einem Gemisch von 100 ccm Wasser und 
| 50ccm 2 n-Natronlauge gelist und in einer weiBen Entwicklerschale 
' mit einer 75-Wattlampe aus einem Abstand von 12 cm belichtet 
| (Temperatur 26—28°). Durch Analyse von Proben nach be- 
| stimmten Zeiten ist der Verlauf der Reaktion zu verfolgen. Die 
| optimale Kinwirkungszeit wird zu 105 Minuten festgestellt. Eine 
' lingere Belichtung ist fiir Uro-Lumiflavin ohne Belang, vermindert 
' jedoch die Ausbeute an Nebenprodukt erheblich. Nach beendeter 


Einwirkung mit 60 com 2n-Schwefelsiiure ansiiuern, mit Ather 
ausschiitteln, mit Chloroform erschépfen, die wibrige Lisung auf 
80 cem einengen und mit Natronlauge neutralisieren. Das Chro- 
matogramm wird hergestellt mit Bleicherde X XF (40 mm Durch- 
messer und Hohe). Der Farbstoff der wiSrigen Lésung wird in 
scharfer Zone adsorbiert. Nach Waschen mit Wasser**) eluieren 
mit 5°/,igem waBrigen Pyridin. Die colorimetrische Bestimmung 
der Farbstoffraktion ergibt 1,18 mg Farbstoff, das sind 3,7°/, 
des Kinsatzes. Das Nebenprodukt unterscheidet sich vom Uro- 
flavin durch fehlende Photolyse und die Unléslichkeit in Chloro- 
form nach Behandlung mit Pyridin—Essigsiiureanhydrid. 

c) Leukoflavin. 2 ccm reine Lactoflavinlésung mit 112 7 
Farbstoff wird mit 1 com 2 n-Natronlauge versetzt und im Reagenz- 





*) Man mischt unterschiedliche bestimmte Mengen der Komponenten und 
hat in der colorimetrischen Bestimmung der Chromatogrammfraktionen ein 
einfaches Mittel in der Hand, die Fraktionen den Mischungskomponenten 
zuzuordnen. 

“*) Bei einem Ansatz, der sich von dem oben geschilderten nur durch 
lingere Belichtungszeit unterschied (150 statt 105 Minuten), trat eine Aquo- 
flavinzone auf. 


110 W. Koschara, 


glas 15 Minuten vor der 75-Wattlampe belassen. Ausbeute a) 
Lacto-Lumiflavin 90 y (80°/,)*). Der gleiche Versuchsansatz mit 
Natriumhydrosulfit (Na,S,0,) im Uberschuf8, gibt nach Belichtey 
und Reoxydation durch Wasserstoffsuperoxyd keine Farbstofie ay 
Chloroform ab. Da8 der Farbstoff unverindert ist, geht darays 
hervor, daB er, jetzt als Farbstoff alkalisch belichtet, 83 y Luni. 
flavin liefert. Der Versuch und die Kontrolle gelingt in gleicher 
Weise mit dem gefilterten Licht der Heraeus-Analysenlampe: 
Bestrahlung auf Uhrglisern, 17 Minuten Exposition, Abstand yon 
Fenster 20cm. Das Versuchsergebnis belegt anschaulich die 
Vorstellung, daB eine Photolyse nur dann eintreten kann, wen 
aktivierter Wasserstoff des Farbstoffs durch einen anderen Teil 
Farbstoff tibernommen wird. 

d) Sodableiche. Eine Lésung von 112 y Uroflavin in 2 ccm 
Wasser verliert bei einer 60 Minuten langen Belichtung mit der 
Metallfadenlampe (Lésung im offenen Reagenzglas) 11°/, ihres 
Farbwertes (irreversibler Bleichverlust). Bei Zusatz von 1 ccm 
2n-Sodalésung und einer nur 35 Minuten langen Belichtung be- 
trigt der Bleichverlust 61°/,. Er kann durch Sauerstoff nicht 
rickgiingig gemacht werden. Belichtet man nur 8 Minuten, s0 
laBt sich nach Alkalisieren ohne Licht und Ansiuern nach wenigen 
Minuten ein griiner Farbstoff in Chloroform schiitteln (Deutero- 
flavin-Effekt). Die gleichen Bleichverlustzahlen gelten fiir Aquo- 
flavin. Die Hemmung der Sodableiche durch H,O,, wie auch die der 
alkalischen Photolyse durch das gleiche Reagens bediirfen weiterer 


Versuche. Ultraviolettes Licht bewirkt die Sodableiche ebenfalls. | 


e) Reversible Photobleiche. Sie ist zunichst beobachtet 
worden bei Lisungen, die, mit Permanganat versetzt, vom Uber- 
schu8 des Oxydationsmittels durch Sulfit befreit wurden. Die 
nihere Untersuchung der Erscheinung hat ergeben, daB reine 
Uroflavinlésung, mit 3 Tropfen einer 10°/, igen Natriumbisulfit- 
lésung versetzt, nach 10 Minuten im direkten Sonnenlicht (offenes 
Reagenzglas) farblos wird. Die Farbe kehrt beim Schiitteln mit 
Luft bis auf einen geringen Betrag, der der Kontrolle (Uroflavin 
ohne Sulfit) entspricht, zuriick. 30—40 Minuten diffuses Tageslicht 
wirkt wie 10 Minuten direkte Sonne. Dagegen ist vor der Metail- 





*) Bei der Berechnung wird der Chloroformfarbstoff, mit der Lacto- 
flavinextinktion berechnet, auf eingesetzten Farbstoff bezogen. Da die 
molare Extinktion von Lactoflavin annihernd gleich der des Lumiflavins 
ist, werden so gleiche Zahlen erhalten, wie bei Beachtung der Lumiflavin- 
extinktion und des geinderten Molekulargewicbts. 
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' fadenlampe nach 1 stiindiger Exposition nur 25—380°/, des Farb- 


wertes reversibel ausgebleicht. Manganosalz wirkt bei der Photo- 
bleiche in 2 Richtungen. Einmal wird die photochemische De- 


hydrierung begiinstigt. Der Effekt ist weniger ausgeprigt als der 


andere: Manganosalz verzigert die Reoxydation der Leuko-Lyo- 
chrome recht erheblich. Diese Erscheinung mag mit einer Ab- 
lenkung des verfiigbaren Sauerstoffs auf das iiberschiissige Sulfit 
erklirt werden. Bei der Photobleiche liBt sich Sulfit ersetzen 
durch Ferrosalz, Arsenit und Milchsiure. Weitere Donatoren 
werden untersucht. Bei der reversiblen Photobleiche entsteht zu 


einem geringen Betrag auch Deuteroflavin. 


3. Oxydation von Uroflavin. Folgender Versuch belegt die oxy- 
dative Bildung von Uro-,,Lumi“flavin: 2 ccm reine Uroflavinlésung 
= 118 y Farbstoff werden unter vélligem Lichtausschlu8 mit 
4 Tropfen H,O, (3°/, ig) und 1 ccm 2 n-Natronlauge versetzt und 
24 Stunden bei Zimmertemperatur (15—18°) belassen. Ansauern 
und mit Chloroform ausschiitteln. Das Chloroform enthalt 57 y 
Farbstoff, das sind 48°/, des Einsatzes. Die Ausbeute wird sich 
stelgern lassen. 

Uberraschend schnell (in wenigen Sekunden) wird Uroflavin 
zerstirt, wenn man in neutraler Liésung Ferrosalz und Perhydrol 
hinzufiigt (,,Primirer OxydationsstoB“) !). 
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Einwirkung von Ozon auf Mandelemulsin. 


Von 


Burekhardt Helferich, Siegfried Winkler, Ernst Schmitz-Hillebrech 
und Herbert Bach. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. September 1934.) 


Bei der Suche nach Reagentien, die Emulsin beeinflussen, 
fanden wir, da8 Ozon stark schiidigend darauf einwirkt. Die 
Beobachtung ist nicht neu. W.Sigmund hat 1905 die starke 
Empfindlichkeit gegen Ozon fiir eine ganze Reihe von hydroly- 
sierenden Fermenten festgestellt, darunter auch fiir das Mandel- 
emulsin ”). 

Die vorliegende Arbeit versucht, die Ozonschiidigung quanti- 
tativ auszuwerten. Freilich ist in der Unbestiindigkeit des Ozons 
trotz aller Vorsicht eine erhebliche Fehlerquelle nicht zu _ver- 
meiden. Um die Reaktion méglichst homogen zu gestalten, wurden 
wiBrige Ozonlésungen durch Einleiten von Ozon in Wasser von 0" 
hergestellt und abgemessene Mengen dieser Lisung auf die Ferment- 
lésung zur Einwirkung gebracht. Das Ozon wurde jodometrisch 
bestimmt’). Die Bestindigkeit wiBriger Lisungen bei 0° ist fiir 
einige Minuten einigermaBen geniigend. 10,0 com Ozonlisung 
verbrauchten z. B. 6,3 ccm n/200-Thiosulfatlésung, nach 5 Minuten 
5,9 ccm. 

Wie aus den folgenden Tabellen hervorgeht, geniigen geringe 
Mengen Ozon, um das Emulsin unwirksam zu machen. Die 
Schadigung tritt praktisch sofort ein. Die vorher klare Ferment- 
lésung triibt sich unter allmihlicher Abscheidung eines leichten, 
flockigen Niederschlages. Bemerkenswert ist noch, daB durch die 
Ozonisierung stets ein deutlicher Geruch nach einem héheren 
Fettaldehyd hervorgerufen wird. 

Aus Spalte V geht hervor, daB im Mittel (allerdings mit er- 
heblichen Schwankungen) durch 10 ccm Ozonlésung 0,057 Enzyu- 
einheiten im Rohferment zerstirt werden, d.i. auf eine EE. 
0,0115 g Ozon. 
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Tabelle I. 
. | II | Ill | IV | Vv 
- B-Gluco- | Enz.-Einh. | Diff. d.E.-E. Relat. 

] - : 

W poi Os —— sidase- | (Menge x | pro10cem | Gehalt an 

re wert 4) Wert) O,-Lésung | Tryptophan 

it q 90,0 “ne 1,2 0,236 1 
F 80.0 10,0 0,83 0,163 pote 0,69 

70.0 20,0 0,49 0,097 prosri 0,49 
60,0 30,0 0,31 0,061 ake 0,22 
50,0 40,0 0,039 0,0077 (0'005) 
40,0 50,0 0,015 0,008 ’ nicht mehr 
30,0 60,0 - bestimmbar 
20,0 70,0 

















Je 25 com Fermentlésung (,,Rohferment“’), 0,1965 g Trockenriickstand) 
wurden mit den oben angegebenen Mengen Wasser versetzt, dann nach- 
einander zu allen so vorbereiteten Proben die oben angegebenen Mengen 
eiskalte Ozonlésung unter Umschwenken zugesetzt. Vor Beginn des Zu- 
setzens und nach SchluB (Dauer im ganzen 10 Minuten) wurde je eine 
Probe von 10,0 eem der Ozonlésung zur quantitativen Bestimmung in Jod- 
kaliumlésung gegeben. Verbrauch an n/200-Thiosulfat fiir diese Bestim- 
mungen: 5,57 und 5,53 ccm. Im Mittel also 6,6-10~5g O, im Kubik- 
zentimeter. Zur Bestimmung des £-Glucosidasewertes*) wurden nach kriftigem 
Umschiitteln — um den entstandenen Niederschlag homogen zu verteilen — 
die tiblichen Proben entnommen. 


Das nach der ,,Silbermethode“ gereinigte hochwertige Fer- 
ment®) wird stirker angegriffen (Tab. II). 


Tabelle IL. 




















it #«£ | mm {| # Vv 
Wasser O,-Lésung 6-Gluco- aa ae : ee : ain 
in ecm in ccm sidasewert *) Wert) O,-Lésung 

5.00 _— 9.6 0,075 

4,50 0,50 8,7 0,068 0/080 
400 1,00 7,5 0,058 0,023 
3°00 2,00 4,5 0,035 0,016 
2,00 3.00 2,5 0,019 

oi 5,00 — 











Fiir jeden Versuch wurden 2,00 cem Fermentlésung (Trockenriick- 
stand 0,0078 g) verwandt. Gehalt der Ozonlésung 6-10~°g im Kubik- 
zentimeter. 

Bei dem reineren Emulsin ist der Abfall gleichmaéBiger. Auf 
eine Enzymeinheit kommen durchschnittlich 0,0034 g Ozon, also 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXIX. 8 








114 Burckhardt Helferich und Mitarbeiter, 


wesentlich weniger als bei dem unreineren Ferment. Es wir) 
also weniger Ozon durch belanglose Begleitstoffe verbraucht. 

Bei der Ozonisierung wird, einigermaBen gleichmiibig mj 
dem Absinken der Fermentwirksamkeit, das im Fermentpriipara 
nachweisbare Tryptophan zerstért. Die der Spalte VI in Tab, | 
zugrunde liegenden Zahlen sind nach einer verbesserten Method 
zur Tryptophanbestimmung gewonnen, die Hr. Winkler kiirzlic) 
in dieser Zeitschrift verédffentlicht hat. 

Selbst wenn man von den quantitativen Bestimmungen 4). 
sieht, so ist es in zahlreichen verschiedenen Versuchen mit ge. 
reinigtem und ungereinigtem Ferment stets so gewesen, dal dic 
qualitative Probe auf Tryptophan verschwand, wenn die Wirk. 
samkeit des Fermentpriparats durch Ozon zerstért war. Ks sei 
dies Ergebnis aber noch nicht als Beweis dafiir gewertet, dai 
Tryptophan mit der Wirksamkeit des Ferments unmittelbar etwas 
zu tun hat. Es besteht die Méglichkeit, daB tryptophanhaltige 
HiweiBstoffe zu den ,,belanglosen“ (vgl. oben) Begleitern des 
Ferments gehéren. Einfacher Zusatz von Tryptophan zu ozon- 
zerstértem Ferment bringt keinerlei Wirksamkeit hervor. Auch 
die Befunde von Euler und besonders von Willstitter®) bei 
der Untersuchung von tryptophanhaltiger und tryptophantreier 
Invertase mahnen zur gréBten Vorsicht, wenn auch damals die 
Tryptophanbestimmungen noch mit mehr Fehlerquellen als heute 
zu rechnen hatten. Durch besondere Versuche wurde festgestellt, 
daB ein Zusatz von Tryptophan zur Fermentlésung diese wider- 
standsfihiger gegen Ozon macht. Aufer Tryptophan miissen auch 
die als ozonempfindlich festgestellten’) anderen aromatischen 
Aminosiuren in Betracht gezogen werden. 

DaB unzweifelhaft durch Ozon das Tryptophan des Ferment: 
praparats zerstért wird, geht auch aus den folgenden Absorptions- 
spektren von Ferment- und Tryptophanlésungen (vor und_ nach 
der Behandlung mit Ozon) hervor. In beiden Liésungen werden 
durch die Ozonbehandlung vorher recht ihnliche Kurvenstellen 
wesentlich geandert. 

Im Ozon liegt ein Mittel vor, um die ,,@-d-Glucosidase“, das 
Hauptferment des Mandelemulsins, irreversibel, aber abgestuft zu 
schiidigen. Es schien interessant, mit ozongeschidigtem Mandel- 
emulsin auch andere Substrate zu priifen. Eine Emulsinlisung 
[Rohferment®)] wurde z. T. mit einer bestimmten Menge Ozon- 
lésung, z. T. mit der entsprechenden Menge Wasser versetzt und 
auf verschiedene Substrate zur Einwirkung gebracht. 
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Fig. 1. 
I. Tryptophan. II. Ferment. 
Tryptophanlésung: 0,0087 g in 100 ccm 
Fermentlésung: 0,080 g in 100 ccm; £-Glucosidasewert 6,3. 
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Fig. 2. 
I. Tryptophan ozonisiert. II. Ferment ozonisiert. 


Tryptophanlésung: 0,0150 g in 100 ccm 
Fermentlésung: 0,267 g in 100 cem. Unwirksam gegen Salicin. 
8 * 
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Tabelle UL 





























rtigkeit der Fermentlésun 
Substrat vn emai ) id Verhiiltnis 
ohne Ozon | mit Ozon 
Salicin. . . rae. & 1,32 | 0,71 1,9:1 
Phenol-f-d- -glucosid . , 0,34 | 0,175 1,9 :1 
Phenol- LB. d-iso-rhamnosid . 0,565 | 0,295 1,9:1 
Phenol-§-d-galaktosid . . 0,0465 0,0255 1,8:1 
Phenol-a-d-mannosid. . . 0,185 | 0,0615 8 31 


Nach diesen Zahlen geht die Ozonschidigung der Wirksan. 
keit gegen §-d-Glucoside, £-d-Iso-rhamnoside, -Galaktoside parallel 
Ks liegt also auch hier kein Grund vor, fiir diese verschiedeney 
Substrate verschiedene Fermente im Emulsin anzunehmen. Ds. 
gegen wird die Wirksamkeit gegen «-d-Mannoside stiirker ge. 
schidigt, ist also, entsprechend den friiheren Befunden®) einen 
besonderen Ferment im Mandelemulsin zuzuschreiben. 

Die Arbeit wird nach verschiedener Richtung fortgesetzt; 


die Kinwirkung von Ozon wird auch an anderen Fermenten 
untersucht. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, ebenso der Rocke- 
feller-Foundation sind wir fiir ihre Unterstiitzung bei der Arbeit zu 
groBem Dank verpflichtet. Weiter danken wir Fraulein Stra8burger 
fiir Hilfe bei Herstellung und Messung der Fermentpriparate, Herm 
Giinther fiir die Durchfiihrung verschiedener Kontrollversuche. 
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Zur Kenntnis des Vacciniins 
und anderer Monobenzoyl-glucosen. 


Von 
Percy Brigl und Willy Zerrweck. 





(Aus dem Chemischen Institut der Landwirtschaftl. Hochschule Hohenheim.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. September 1934.) 


Das in den PreiSelbeeren und anderen Friichten sich findende 
Yacciniin ist der einfachste Vertreter der im Pflanzenreich vor- 
kommenden KEster aromatischer Siuren mit Zuckern. Es ist nach 
Griebel+), seinem Entdecker, eine Mono-benzoyl-glucose. Als 
Sitz des Benzoyls vermutete Griebel das 2-Hydroxyl, da er aus 
dem iibrigens amorphen Vacciniin ein krystallisiertes Phenyl- 
hydrazon, dagegen kein Osazon erhalten konnte. 

Der niichste und gleichzeitig einzige Forscher, der sich seit- 
dem experimentell mit dem Vacciniin beschiftigte, war Emil 
Fischer’). Anlaf war die Gewinnung einer Reihe partiell benzoy- 
lierter Glucosen auf synthetischem Wege. Darunter befand sich 
auch eine krystallisierte Mono-benzoyl-glucose, die Fischer durch 
energische Séureeinwirkung aus der Benzoyl-diaceton-glucose 
erhielt, wobei in der letzteren das Benzoyl, wie wir heute wissen, 
am 8-Hydroxyl sitzt. Bei milderer Siurebehandlung bekam er 
aus der Benzoyl-diaceton-glucose eine Monobenzoyl-monoaceton- 
glucose; sie trigt aber das Benzoyl nicht mehr in der urspriing- 
lichen 3-Stellung. Wie Ohle’*) spiter bewiesen hat, ist das Benzoyl 
unter dem Einflu8 voriibergehend alkalischer Reaktion in die 
6-Stellung abgewandert. Die ahnlichen Kigenschaften der beiden 
Mono-benzoate, des Vacciniins und des synthetischen Benzoats 
von Fischer, bewogen Fischer, die beiden Substanzen niher 
miteinander zu vergleichen. Allerdings konnte dieser Forscher, 
wegen der Not der Kriegszeit, das Vacciniin nicht erneut dar- 
stellen, sondern muBte sich mit Resten von Priparaten, insgesamt 


') Z. Unters. Nahrungsmitt. usw. 19, 241 (1910). 
*) Fischer u. Noth, Ber. chem. Ges. 51, 321 (1918), 
‘) Biochem. Z. 131, 611 (1922); Ber. chem. Ges. 57, 403 (1924). 
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1 g, begniigen, die Griebel ihm zur Verfiigung stellte. Wege 
der groBen Ahnlichkeit der Hydrazone hielt er die Produkte fi 
identisch, unerklarlich blieb ihm allerdings das verschiedene Vey. 
halten der beiden Stoffe bei der EKinfiihrung von Aceton. Da 
Vacciniin lieferte dabei eine Mono-Acetonverbindung, das Fischer. 
sche Benzoat hingegen eine Diacetonverbindung. Da die Mono. 
acetonverbindung das 6-Benzoat ist, vermutete Ohle, daB das 
Vacciniin die 6-Benzoyl-glucose sei, ein SchluB, der sich auf Grund 
unserer erneuten experimentellen Untersuchungen als richtig heraus. 
gestellt hat. Die weitere Vermutung Ohles, daB auch der Fischer. 
sche Kérper damit identisch sei, ist nicht zutreffend; was Fischer 
beschrieben hat, ist offenbar, wie ja schon aus dem Ubergang in 
die Diacetonverbindung hervorgeht, die 3-Benzoyl-glucose. 


Zu erneuter experimenteller Untersuchung des Vacciniins, 
dessen Konstitution nach dem bisher vorliegenden Material uns 
durchaus noch nicht ganz geklirt erschien, wurden wir gefiibrt 
durch Untersuchungen‘), die urspriinglich mit anderer Zweck- 
bestimmung durchgetiihrt wurden. Wir hatten dabei u.a. die kry- 
stallisierte 2-Benzoyl-glucose dargestellt, die ja Griebel fir iden- 
tisch mit dem Vacciniin hielt. Wir begniigten uns aber nicht mit 
dem Vergleich dieses Kérpers mit dem Vacciniin, sondern suchten 
vor allen Dingen noch nach einem weiteren charakteristischen, 
nach Moéglichkeit krystallisierten Derivat des Vacciniins. Als 
solches erwies sich das Tetraacetat als brauchbar. Infolgedessen 
stellten wir weiter zu Vergleichszwecken fast simtliche Tetraacetate 
der ganzen Reihe von méglichen Monobenzoyl-glucosen dar. Von 
ihnen waren bisher nur bekannt die beiden 1-Benzoyl-tetraacety]- 
glucosen®®) und die #-Form der 6-Benzoyl-tetraacetyl-glucose ‘, 
Die entsprechende @-Form lieB sich wie in andern Fallen durch Un- 
lagerung der #-Form mit Essigsiureanhydrid-Chlorzink erhalten. 
Die 2-, 3- und 4-Monobenzoyl-glucose wurde neu dargestellt. 


Kin Tetraacetat der Glucose mit freier 4-Stellung hat Helfe- 
rich§) beschrieben, es lie8 sich leicht benzoylieren. Fiir die iibrigen 





‘) W. Zerrweck, Doktordissertation Stuttgart 1933. In der gleichen 
Arbeit sind auch schon die eigenartigen 3,3’-Kohlensiurester der Aceton- 
glucosen und ihre Umlagerungen eingehend beschrieben, die neuerdings 
v. Vargha (Ber. chem. Ges. 67, 1223 (1934)] geschildert hat. 

5) Zemplén u. Laszlo, Ber. chem. Ges. 48, 923 (1915). 

*) Fischer u. Bergmann, Ber. chem. Ges. 52, 829 (1918). 

‘’) Brigl u. Griiner, Liebigs Ann. 495, 60 (1932). 

*) Helferich u. Schifer, Liebigs Ann. 450, 219 (1926). 
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Benzoate, einschlieBlich der ja in erster Linie erwiinschten 2-Ben- 
zoyl-glucose, war das Ausgangsmaterial die 4,6-Benzalglucose von 
Zervas®). In Pyridinlésung mit 1 Mol Benzoylchlorid behandelt, 
ergab sie ein gut trennbares Gemisch von Monobenzoaten,. in dem 
das 1-, das 2- und das 3-Derivat vertreten war. Das 1-Benzoat 
war identisch mit dem von Zervas schon auf anderem Wege er- 
haltenen Material. Nach Abspaltung des Benzalrestes und Acety- 
lierung kamen wir zu den gewiinschten Tetraacetyl-monobenzoyl- 
glucosen. Die beiden Operationen lieBen sich durch das gleiche 
Reagens durchfihren, durch das schon frither!°) dafiir als brauchbar 
erkannte Essigsiureanhydrid—Chlorzink. 

Kin Vergleich der verschiedenen, so erhaltenen Acetat—Ben- 
zoate ergab, wie ein Blick auf die anschlieBende Tabelle zeigt, 
daB sie durch Schmelzpunkt und Drehung deutlich voneinander 
unterscheidbar sind. Das Acetat des Vacciniins war in jeder Hin- 
sicht mit der #-Form der 6-Benzoyl-tetraacetyl-glucose identisch. 


Ubersicht titber die Tetraacetate der Monobenzoyl-glucosen: 




















Verankerung des Benzoyls 1 is 3 | a . 
am Kohlenstoff ” | | 
«-Form, spez. Drehung | +113,5 | +51,8 | +66,7 | +41,9 | +113,9 
«-Form, Schmelzpunkt | 60—63 | 186 | 118 | 98 | 136 
5-Form, spez. Drehung | —28,1  — | +13,1 | —31,0 + 32,9 
3-Form, Schmelzpunkt 146 | — | 156 177 133 








Die Drehungen sind alle in Chloroformlésung im D-Licht bestimmt. 


Der Schlu8, daB es sich beim Vacciniin wirklich um das 
(-Benzoat der Glucose handele, lieB sich noch weiter erhiirten 
durch das Studium des Verhaltens der 6- und der ja nach Grie bel 
immerhin noch in Betracht zu ziehenden 2-Benzoyl-glucose gegen 
Phenylhydrazin. Das 2-Benzoat wurde aus dem entsprechenden 
Benzoat der Benzalglucose krystallisiert durch Abspalten des 
Benzylidens mit katalytisch erregtem Wasserstoff erhalten. Hin- 
wirkung von Phenylhydrazin gab auch unter milden Bedingungen, 
unter Abspaltung von Benzoyl, Glucosazon. Die 2-Benzoyl-glucose 
verhilt sich also in der Hinsicht nicht anders wie sonstige 
2-Derivate der Glucose !), 


*) Ber. chem. Ges. 64, 2289 (1931). 
*) Brig] u. Griiner, Ber. chem. Ges. 65, 1431 (1932). 
") Brig] u. Schinle, Ber. chem. Ges. 62, 1716 (1929); 65, 1890 (1932). 
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Die 6-Benzoyl-glucose wurde aus dem 6-Benzoat des Glucose. 
athylmerkaptals }*) durch Abspaltung der Merkaptanreste gewoune, 
Sie krystallisierte nicht, gab aber ein krystallisiertes Phenyl. 
hydrazon, identisch mit dem des Vacciniins. Bei sehr langer Kip. 
wirkung des Phenylhydrazins war auch ein benzoyliertes Osazoy 
zu fassen. Nach allem ist Vacciniin als 6-Benzoyl-glucose iden. 
tifiziert. 

Beschreibung der Versuche. 


Darstellung des Vacciniins und seiner Derivate. Zur Gewinnuny 
des Vaciniins wurde im wesentlichen der Vorschrift von Griebe| 
gefolgt. Man holt aus PreiBelbeersaft mit heiBem Essigester das 
Vacciniin neben Benzoesiiure, sowie Farb- und Gerbstoffen heraus, 
Nach Uberfiihrung in Wasser entfernt man die Benzoesiiure durch 
Ather, die Farb- und Gerbstoffe gréBtenteils durch Fillen mit 
Bleiessig. Das mit Schwefelwasserstoff entbleite Filtrat wird, 
zum Sirup eingedampft, mit Alkohol versetzt und das im Alkobol 
geléste Vacciniin in Wasser aufgenommen und mit Essigester 
erneut herausgelést. So bekommt man schlieBlich das Vacciniin 
amorph in einer Ausbeute von 1,8 g aus dem Saft von 25 kg 
PreiBelbeeren. Seine Kigenschaften entsprechen der Beschreibung 
von Griebel, vor allem hat es in Alkohol auch die angegebene 
spezitische Drehung von + 48°. 

Zur Darstellung des Acetats wird 0,5 g des Sirups mit 
3 ccm Hssigsiureanhydrid und 0,5 g wasserfreiem Natriumacetat 
auf dem Wasserbad einige Stunden erhitzt. EingieBen in Wasser 
gibt ein krystallisierendes Produkt, das nach Umkrystallisieren 
zuerst aus Alkohol, dann aus Ligroin noch 0,3 g wiegt und bei 
133’ schmilzt. Es ist in seinen ganzen Kigenschaften, aucl 
nach dem Mischschmelzpunkt, identisch mit dem synthetisch er- 
haltenen f-Acetat der 6-Benzoyl-glucose. 

Das Phenylhydrazon des Vacciniins erhilt man am einfachsten. 
wenn man eine wiBrige Lésung von Vacciniin mit einem Uber- 
schu8 von Phenylhydrazin (2ccm auf 1 g Vacciniin) in Essigsiiure 
stehen liBt. Die Krystallisation setzt schon nach wenigen Minuten 
ein. Nach Umkrystallisieren aus Alkohol und Wasser hat mau 
etwas gelbliche Krystalle vom Schmelzp. 136° in einer Ausbeute 
von 80°/, des Gewichts an verwendetem Vacciniin. 

3,548 mg Subst.: 0,250 cem N (18°, 727 mm). 

C,oH,.0,N~ (374,2) Ber. N 7,50 Gef. N 7,67. 





) Brigl u. Griiner, Liebigs Ann. 495, 82 (1932). 
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Zur Kenntnis des Vacciniins und anderer Monobenzoyl-glucosen. 12] 


Synthetische 6-Benzoyl-glucose und Derivate. Ausgangsmaterial 
yar das friiher von Brig] und Griiner }*) beschriebene 6-Benzoyl- 
diithyl-mercaptal der Glucose. Man kann allerdings, wie H. Griiner 
jnzwischen fand, den Kérper am einfachsten durch direkte Benzoy- 
lierung des Mercaptals gewinnen. 

Dazu werden 10g Mercaptal in 20 cem Pyridin gelést und ohne be- 
sondere Vorsicht 4 ccm (4,8 g = 1 Mol) Benzoylchlorid zugegeben. Nach 
48 Stunden wird durch EingieBen in Wasser das Benzoat ausgefillt und 


aus Benzol umkrystallisiert. Der K6rper, der in einer Ausbeute von 9,5 g 
herauskommt, ist mit dem friiher mit Hilfe von Metaborsiure erhaltenen 


identisch. 

Zur Abspaltung des Mercaptans werden 7 g des 6-Benzoyl- 
slucose-diéthyl-mercaptals in heiBer wiBrig-alkoholischer Lisung 
bei Gegenwart von 7 g Bariumcarbonat zur Bindung der ent- 
stehenden Salzsiiure mit einer heiBen alkoholischen Lésung von 
12¢ Quecksilber II-Chlorid allmahlich versetzt und 1 Stunde 
weiter erhitzt. Das Filtrat vom Quecksilber-mercaptid wird unter 
Zusatz von etwas Bariumcarbonat fast zur Trockne eingedampft 
und das Benzoat mit Essigester extrahiert. Das Material bleibt 
amorph, ist jedoch, wie beim Vacciniin geschildert, leicht in ein 
krystallisiertes Acetat, identisch mit dem friiher auf anderem 
Wege erhaltenen 8-Acetat der 6-Benzoyl-glucose, Schmelzp. 133°, 
iiberzufiihren. 

LiBt man 2,3 g dieses f-Acetats in 10 ccm Kssigsiiure- 
anhydrid nach Zusatz von 2g wasserfreiem Chlorzink 2 Tage 
bei Zimmertemperatur stehen, so wird es gréBtenteils in das 
v-Acetat verwandelt. Man braucht es nur, nach dem Ausfillen 
durch Wasser, mehrmals aus Alkohol umzukrystallisieren, um die 
reine ¢-1,2,3,4-Tetraacetyl-6-benzoyl-glucose vom Schmelzp. 136° 
zu erhalten. Die Léslichkeit ist der des f-Acetats sehr ibnlich. 

0,1128 g Subst.: 0,2314 g CO,, 0,0530 g H,O. 

0,,H,,0,, (452,2) Ber. C 55,73 H 5,35 Gef. C 55,93 H 5,26. 
[aly = (7,65 X 10): (2 X 0,3358) = + 113,9° (Chloroform). 

Die 6-Benzoyl-glucose liBt sich weiter, genau wie beim Vac- 
ciniin geschildert ist, in ein mit dem des Vacciniins identisches 
Hydrazon verwandeln. Da8 es wirklich ein Hydrazon ist, beweist 
die N-Bestimmung. 

2,803 mg Subst.: 0,191 cem N (19°, 727 mm). 

C,oH_,0,N_ (374,2) Ber. N 7,50 Gef. N 17,47. 

Wird hingegen 6-Benzoyl-glucose oder ihr Hydrazon mit 
einem groBen Uberschu8 von Phenylhydrazin in 50°/, iger Essig- 
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siure einige Minuten zum Sieden erhitzt, so scheiden sich bein 
Erkalten gelbe, aus Alkohol—Wasser umkrystallisierbare Nadel; 
ab, die das zu erwartende Osazon darstellen. Schmelzp. 141°, 

1,280 mg Subst.: 0,185 cem N (18°, 731 mm). 

C,;H..0;N, (462,2) Ber. N 12,1 Gef. N 11,9. 

Monobenzoyl-benzal-glucosen. Gibt man zu einer Lésung yoy 
10,7 g 4,6-Benzalglucose in 20 ccm Pyridin allmihlich 5,2, 
Benzoylchlorid, so setzt unter starker Erwarmung Reaktion cin, 
Nach 1 tigigem Stehen zersetzt man mit Wasser und riihrt so. 
lange durch, bis die Masse langsam fest geworden ist. Das vor. 
liegende Gemisch verschiedener, im wesentlichen monobenzoylierter 
Benzalglucosen wird zunichst mit viel heiBem Wasser behandelt, 
Das 3-Benzoat geht in Liésung und faillt beim Erkalten krystallin 
aus (0,5 g). Der ungeléste Anteil wird getrocknet und mit Chloro- 
form hei extrahiert. In Liésung geht das schon von Zervas 
beschriebene 1-Monobenzoat der Benzalglucose (2,2 g), zuriick 
bleibt 2 g 2-Benzoat, das durch Umkrystallisieren aus Alkohol 
vollig rein zu erhalten ist. 

Die erhaltene 1-Benzoyl-benzal-glucose entspricht der Be- 
schreibung von Zervas, 

Die 2-Benzoyl-benzal-glucose stellt Krystalle dar, die bei 
200—201° unter Zers. schmelzen. Sie sind schwach _links- 
drehend, und gehen besonders auf Zusatz von wenig Ammoniak 
in eine deutlich rechtsdrehende Modifikation iiber, stellen also 
die 6-Form dar. 

[a]p = (— 0,19 X 10): (2 x 0,1128) = — 8,4° in Aceton. 

Nach Zusatz von einem Tropfen Ammoniak [a]p = + 43°. 

0,1349 g Subst.: 0,3194 g CO,, 0,0660 g H,0. 

Cy) He 90, (372,15) Ber. C 64,49 H 5,41 Gef. C 64,57 H 5,47. 

Die Stellung des Benzoyls ist einmal indirekt dadurch be- 
wiesen, daB das entsprechende Monobenzoyl-tetraacetat verschieden 
ist, sowohl vom Acetat des 1-Benzoat, wie von dem des 3-Benzoat, 
direkt aber durch das Verhalten der daraus darstellbaren Benzoyl- 
glucose gegen Phenylhydrazin. Wie schon erwihnt, bildet diese 
leicht Glucosazon. 


Acetylierung mit Pyridin-Essigsiiureanhydrid gibt nach iiblicher Auf 
arbeitung die 1,3-Diacetyl-2-benzoyl]-4,6-benzal-glucose in feinen Niidelchen 
aus Alkohol, vom Schmelzp. 204° und der spezifischen Drehung von + 14,6’ 
in Chloroform [Belege unter 4). 

Zum Vergleich wurde auch das entsprechende Acetat der 1-Benzoy!- 
benzal-glucose von Zervas hergestellt. Es schmilzt bei 198° und hat die 
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Zur Kenntnis des Vacciniins und anderer Monobenzoyl-glucosen. 193 


| gpezifische Drehung von — 80,4° in Chloroform, ist also die #-Form [Be- 


lege unter “)]. 

Die 3-Benzoyl-benzal-glucose bildet nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol feine Nidelchen vom Schmelzp. 177% Sie 
reduziert, wie alle diese Benzoyl-benzal-glucosen, Fehlingsche 


| Lisung beim Erwirmen und hat eine sich allmihlich verstiirkende 
| Linksdrehung. 


aly = (— 0,16 X 10): (2 x 0,1496) = — 5,3 in Aceton. Enddrehung — 27,7°. 
0,1082 g Subst.: 0,2548 g CO,, 0,0518 g H,0. 

(,,H,,07 (872,15) Ber. C 64,49 H 5,41 Gef. C 64,23 H 5,36. 
2-Benzoyl-glucose und Derivate. 3,7 g 2-Benzoyl-benzal-glucose 

wurden in 50 ccm Hisessig warm gelést und in der Schiittelbirne 

mit Wasserstoff bei Gegenwart von Palladiummohr hydriert. Nach 

beendeter Reaktion wird filtriert, im Vakuum eingedampft und 


| der Riickstand aus wenig Methylalkohol umkrystallisiert. Die in 


ener Ausbeute von 2 g erhaltenen Prismen schmelzen bei 182°. 
Sie sind die gewiinschte 2-Benzoyl-glucose. 
[a], = (1,96 x 10):(2 X 0,1556) = + 62,9° in Wasser. 

0,1444 g Subst.: 0,2898 g CO,, 0,0730 g H,0. 

O,sH,gO, (284,1) Ber. C 54,94 H 5,67 Gef. C 54,73 H 5,65. 

Die 2-Benzoyl-glucose reduziert Fehlingsche Lisung beim 
Erwirmen. Sie ist léslich in Wasser, Methylalkohol, Athylalkohol, 
Kisessig und Pyridin, die anderen organischen Lésungsmittel lésen 
schwer. Durch Behandlung mit Benzaldehyd—Chlorzink ist sie 
in das Ausgangsmaterial zuriick zu verwandeln. 

Durch Acetylierung mit Pyridin—Essigsiiureanhydrid kommt 
man leicht zum Tetraacetat des 2-Benzoats. Zum gleichen Kérper 
gelangt man auch durch Behandlung von 2-Benzoyl-4,6-benzal- 
glucose mit Essigsiureanhydrid—Chlorzink. Schmelzp.186°% Nach 
der zweiten Darstellungsmethode muB die a-Form vorliegen, wozu 
auch die Drehung stimmt. Analytische Belege unter *). 

[a]p= (2,20 x 10): (2 x 0,2122) = + 51,8° in Chloroform. 

Charakteristisch ist das Verhalten der 2-Benzoyl-glucose 
gegen Phenylhydrazin. Sie reagiert damit schon beim Stehen- 
lassen in essigsaurer Lisung und bildet unter Abspaltung der 
Benzoylgruppe Glucosazon. 

Tetraacetate der 3- und 4-Benzoylglucose. Das Acetat der 
3-Benzoyl-glucose ist auf zwei Wegen zuginglich. Kinmal gewinnt 
man es, und zwar in seiner #-Form, aus 3-Benzoyl-benzal-glucose. 
Diese wird durch katalytische Hydrierung in 3-Benzoyl-glucose 
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verwandelt und das Rohprodukt gleich weiter mit Essigsiiure. 
anhydrid—Pyridin acetyliert. Der andere Weg geht aus von de; 
3-Benzoyl-diaceton-glucose. 

9,5 g Benzoyl-diaceton-glucose werden in einem Gemisch yoy 
70 ccm Eisessig und 10 ccm konzentrierter Salzsiure +/, Stunid 
stehen gelassen. Nunmehr wird zur Bindung des Hauptteils de 
Chlorwasserstoffs mit 10 g wasserfreiem Natriumacetat versetz} 
und im Vakuum bis zur Trockne eingedampft. Man acetyliert 
anschlieBend durch Erwirmen mit 24 ccm Pyridin und 30 ccy 
Essigsiure-anhydrid auf dem Wasserbad. Das bei iiblicher Auf. 
arbeitung erhaltene Produkt wird aus Alkohol umkrystallisiert, 
Man erhilt 6 g vom Schmelzp. 156°. 

[a], = (0,85 x 10):(2 x 0,8240) = + 18,1° in Chloroform. 

Das Verhalten gegen Fehlingsche Lisung, ebenso wie gegen Lisungs. 
mittel ist normal. Analytische Belege unter ‘). 

DaB in diesem Material die #-Form des Tetraacetats vor- 
liegt, ist dadurch beweisbar, da’ der Kérper beim Behandeln mit 
Chlorzink—Kssigsaureanhydrid in ein bei 118 ° schmelzendes Produkt 
tibergeht, das viel starker rechts dreht. 

[a] = (1,76 X 10): (2 x 0,13818) = + 66,7° in Chloroform. 

Die analytischen Daten stimmen auf das 3-Benzoyl-tetraacetat der 
a-Glucose. 

Zur Darstellung der beiden in der Reihe noch fehlenden 
Tetraacetate der 4-Benzoylglucose wurde ausgegangen von der 


von Helferich®) durch Umlagerung aus der 1,2,3,4-Tetraacetyl- | 


glucose gewonnenen f-Form der 1,2,3,6-Tetraacetyl-glucose. 
Man lost 2,5g¢ in 6 ccm Pyridin, setzt 1,5 ccm Benzoylchlorid 
zu und halt 6 Stunden bei 60° Eingiefen in Wasser und Un- 
krystallisieren aus Alkohol gibt 2g Krystalle vom Schmelzp. 177°. 
DaB die f-Form der 4-Benzoyl-tetraacetyl-glucose vorliegt, 
zeigt neben der Analyse die Linksdrehung. 


[a], = (— 1,00 x 10): (2 x 0,1610) = — 31,0° in Chloroform. 
Umlagerung mit Essigsiureanhydrid—Chlorzink ergibt die 
a-Form der 4-Benzoyl-tetraacetyl-glucose. Schmelzp. 93°. 


[a], = (1,03 x 10): (2 x 0,1228) = + 41,9 in Chloroform. 
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{ber das Vorkommen zweier durch das Dz-Wirkungsoptimum 
unterscheidbaren Phosphoesterasen in tierischen Organen. 


(Zur Kenntnis der Phosphatasen.) 


Von 
Eugen Bamann und Erwin Riedel. 
Mit 11 Figuren im Text. 





Aus der Pharmaz. Abteilung des Laboratoriums fiir organ. und pharmaz. Chemie 
der Techn. Hochschule in Stuttgart.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. August 1934.) 


Einleitung. 


In den tierischen Organen ist durch die bisherigen Unter- 
suchungen das Vorkommen einer Phosphoesterase erwiesen, deren 
Wirkungsoptimum im alkalischen Gebiete liegt. Neben diesem 
Enzym kénnen wir nun eine zweite Phosphoesterase nachweisen, 
die im Gegensatz zu dem bisher bekannten Enzym ihre optimale 
Wirksamkeit gegeniiber Natriumglycerophosphat im schwach- 
sauren Gebiete entfaltet. Ihr Wirkungsoptimum liegt bei 
py = 5 bis 6. Dieses Enzym trafen wir an in der Niere des 
Schweines, in der Leber des Rindes und in der Leber des 
Schweines; sein Vorkommen ist aber gewif nicht allein auf diese 
Organe beschrinkt. 

Ks wird zu einer tieferen und klareren Einsicht fihren, 
wenn die Erforschung und Charakterisierung dieses neu aufge- 
fundenen Enzyms nicht getrennt und unabhingig von der be- 
kannten Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum p,, = 9,5 ge- 
schieht. Diesen Vergleich beider Enzyme beginnen wir in der 
vorliegenden Untersuchung mit einer Gegeniiberstellung vor allem 
des reaktionskinetischen Verhaltens, insbesondere soweit dasselbe 
die Grundlage fiir weitere Untersuchungen bilden kann. 

Auf die Méglichkeit des Vorkommens einer zweiten, auf 
Grund ihres p,,-Wirkungsoptimums unterscheidbaren Phospho- 
esterase weisen einige Beobachtungen friiherer Autoren hin. 
Demuth!) hat im Jahre 1925 die Wirksamkeit menschlicher 





1) Biochem. Z. 159, 415 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXIX. 9 
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Organe gegeniiber Natriumhexosediphosphat bei verschiedeney 
Pp, gepriift. Bei Betrachtung seiner Versuchsergebnisse in Fig, 9 
fallt auf, daB im Falle der Versuche mit Leber die Aktivitits. 
P,-Kurve in schwach saurem Gebiete einen ausgeprigten Anstieg 
zeigt. Irgendeine Auswertung dieser Beobachtung enthilt jedoch 
diese Arbeit nicht. Vor etwa 2 Jahren ist dann aus dem Institut 
von 8. Akamatsu, in dem in neuerer Zeit eine Reihe verdienst. 
voller Untersuchungen auf dem Gebiete der Phosphatasen durch. 
gefiihrt wurde, eine Mitteilung') erschienen, nach der die Phos. 
phatasenlésungen aus verschiedenen Organen ,,ab und zu aufer 
dem wohlbekannten Optimum in alkalischer Reaktion ein ausge. 
sprochen deutliches zweites p,,-Optimum im Gebiete von p,, 3 
zeigten“. Die von der japanischen Schule’) vertretene Annahme 
der Existenz einer Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum in 
stirker saurem Gebiete (p,, = 3 bis 3,5) findet jedoch in unseren 
Ergebnissen keinen Riickhalt. 

Erwihnung verdient in diesem Zusammenhang, dai 4G. 
Schmidt*) im Falle der Guanylsiurephosphatase aus Kaninchen- 
leber (nicht aber bei der Inosinsiiurephosphatase) zwei Wirkungs- 
optima beobachtete, das eine im stark alkalischen, das andere 
im schwach sauren Gebiete. Ob und wieweit ein Zusammenhang 


dieses Befundes mit unseren Ergebnissen vorhanden ist, bedarf 


noch der Klirung. 

Ein Dualismus der enzymatischen Wirksamkeit bei alka- 
lischer und saurer Reaktion besteht auch noch bei anderen 
Enzymen. Allerdings scheinen besonders ausgeprigte Wirkungen 
bei zwei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen niclit 
immer zwei verschiedenen Katalysatoren zukommen zu _miisseu. 
Nach einer unveréffentlichten Untersuchung von E.Bamann und 
EK. Rendlen weisen Leberausziige auch bei ihrer Kinwirkung aut 
Buttersiiuremethylester zwei Optima in den genannten Gebieten aul, 
welche durch ein Minimum bei p, = 7,3 getrennt sind. Die 
gleiche Beobachtung ist zur selben Zeit auch von H. Sobotka 
und E. D. Glick‘) gemacht worden. Nach diesen Autoren wiire 
das zweifache Wirkungsmaximum hzw. das dazwischen liegende 
Minimum auf den KinfluB begleitender Substanzen und die spezi- 
fische Wirkung einiger Puffergemische zuriickzufiihren.  [iese 





1) W. Hori, J. of Biochem. 16, 433 (1932). 

*) Vgl. auch K. Kurata, J. of Biochem. 14, 25 (1931). 
*) Diese Z. 208, 185 (1932). 

*) J. of biol. Chem. 105, 221 (1934). 
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Ansicht sollte aber noch weitgehender gestiitzt und die Ver- 
nutung, es kénnten — wie im Falle der Phosphoesterasen — 
zwei lipatische Enzyme vorliegen, entkriiftet werden. 


Experimenteller Teil. 


1. Die Messung der Esterverseifung. — Substrat: Fiir die Spal- 
tungen wurde als Substrat das Natriumglycerophosphat ,,.Merck“ ver- 
wendet. Der Gehalt des Substrates an P,O; bzw. H,PO, betrug 26,4°/, 
baw. 36,4°/). Der Gehalt unseres Priiparates an anorganischem Phosphat 
war so gering, daS er unberiicksichtigt bleiben konnte. Das Substrat 
wurde meistens in Form einer 10°/, igen Loésung bereit gehalten. Von 
dieser Stammlésung wurde die jeweils bendtigte Menge des Substrates ent- 
nommen und dem Versuchsansatz zugefiigt. In anderen Fiillen wurde das 
Substrat in Form des Pulvers selbst zugegeben. Die Selbstspaltung des 
Substrates konnte bei Zeiten, deren Dauer 24 Stunden nicht iiberschritt, im 
alkalischen wie im sauren Milieu in Gegenwart der von uns angewandten 
Puffer bei der Reaktionstemperatur von 30° unberiicksichtigt bleiben. 

Puffer: Wir haben die Wirksamkeit der Phosphoesteraselésungen 
im Bereich py = 3 bis pg = 11 untersucht und auBerdem den Einflub ver- 
schiedener Puffermischungen auf die Wirksamkeit der Phosphoesterasen 
gepriift. Zur Pufferung kamen in Anwendung das Veronalnatrium—Acetat- 
Puffergemisch von L. Michaelis’), das Citrat-Puffergemisch nach S. P. L. 
Sérensen?%), das Ammoniak- Ammonchlorid - Puffergemisch’) und das 
Natriumacetat—Essigsiiure-Puffergemisch ”). 

Das Veronalnatrium-Acetat-Puffergemisch umfaBt zwar das Bereich 
Py=9 bis py=2,6. Allein die Kapazitit des Puffers ist wegen der Schwer- 
léslichkeit des Veronals relativ gering. Wenn man die beiden Stamm- 
lisungen in doppelter Konzentration, wie sie Michaelis angibt, herstellt 
wd 5 cem der Stammlésung I (Natriumacetat + Veronalnatrium) in einen 
Versuchsansatz von 50cem bringt, so reicht der enthaltene Puffer zur 
Pufferung der bei 5°/, Spaltung freigemachten Phosphorsiiure im iiblichen 
Ansatz aus. Bei Anwendung von 10 cem Stammlisung I auf 50 ecm Ver- 
suchsansatz wiirde im schwach bis stiirker sauren Gebiete Veronal bereits 


ausfallen, 
Fiir das Citrat-Puffergemisch nach Sérensen diente als Stammlésung 


eine molare Lésung von sekundirem Natriumcitrat. Durch Mischen dieser 
Stammlésung mit n/1-HCl oder n/1-NaOH wurden Pufferlésungen fiir das 
Bereich von py=8 bis py=6,7 mit groBer Kapazitiit erhalten. So reichten 
10 cem des Puffergemisches zur Pufferung des bei 100°/, Spaltung frei ge- 


machten Phosphats villig aus. 
Im alkalischen Gebiet fand der Ammoniak—Ammonchlorid-Puffer An- 


wendung. Die Stammlésungen waren 2,5 n-Lésungen von Ammoniak bzw. 
Ammonchlorid. Die Kapazitit des Puffers, von welchem 10 cem pro Ansatz 
verwendet wurden, reichte in allen Fiillen von Messungen, die mit ihm 
yorgenommen wurden, gut aus. 


') Biochem. Z. 234, 139 (1931). 
*) Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen Bad. III, 


5. 615, Leipzig 1929. 


g* 
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Fiir Spaltungen im sauren Gebiet wurde neben dem Citratpuffergemigc}, 
in einer Versuchsreihe auch das Natriumacetat—Essigsiure-Puffergemig¢} 
angewandt; als Stammlésungen dienten n/1-Natriumacetatlésung (Stamm. 
lésung I) einerseits und n/1- bzw. n/10-Essigsiiure (Stammlésung IT) anderer. 
seits. Durch Mischen von Stammlésung I mit n/1-Essigsiure wurde ei, 
Puffergemisch fiir das Bereich py = 4 bis 5, durch Mischen von Stammlésung | 
mit n/10-Essigsiiure ein solches fiir das Bereich py = 5—6,7 erhalten. Dip 
Kapazitait dieser Puffergemische war fiir unsere Versuche ausreichend. 

In einigen wenigen Versuchen fand aus Griinden des Vergleichs 
verschiedener Puffergemische miteinander auch der Boratpuffer nach 
S. Palitzsech') Anwendung (20 ccm auf 50 cem Ansatz). Die Stamm. 
lésungen entsprachen einer 3fachen der von Palitzsch angegebenen 
Konzentration. 

Um die Kapazitiéit der Puffer durch das Substrat, das in wiiBriger 
Lésung alkalisch reagiert, nicht in Anspruch zu nehmen, wurde das Sub- 
strat mit Ammoniak oder Essigsiiure oder Salzsiure auf das jeweils ge. 
wiinschte pq eingestellt. Fiir 0,5 g Natriumglycerophosphat waren zur 
Einstellung auf das py = 3, bzw. = 4, bzw. = 5, bzw. = 6, baw. = 7, baw. 
= 8, bzw. = 9, bzw. = 10, bzw. = 11 1,8 cem n/1-HCl, bzw. 15 cen, bay. 
6,6 ccm, bzw. 3,1 cem, bzw. 1,0 cem, bzw. 0,1 cem 2°/, ige Essigsiiure, bzy. 
0,15 cem, bzw. 0,2 cem, bzw. 0,3 cem 1°/, iges Ammoniak notwendig. 

Bestimmung der freigemachten Phosphorséure: Fiir die 
Bestimmung der in Freiheit gesetzten Phosphorsiure wurde die Strychnin- 
molybdatmethode von G.Embden?*) verwendet, nachdem die in der Reak- 
tionsmischung befindlichen EiweiBstoffe mit Trichloressigsiure gefiillt waren. 

Methodik: Zur Bestimmung des Spaltungsgrades unseres Substrates 
wurde im einzelnen folgendermaBen verfahren: Die Reaktionsmischung be- 
stand jeweils aus 50 cem; sie enthielt 0,5 g Substrat, das Puffergemisch, von 
Fall zu Fall wechselnd, das Enzympriparat in Form von Suspensionen oder 
Lésungen und einige Tropfen Toluol. Diese Mischung wurde bei 30° unter 
hiiufigem Schiitteln im Thermostaten gehalten. Zu Beginn des Versuches 
sowie nach bestimmten Intervallen wurden zwecks Fallung von Eiweib je 
nach Menge der zu bestimmenden Phosphorsiiure 5—10 cem dem Versuchs- 
ansatz entnommen und diese Probe mit 10°/, iger Trichloressigsiiure ver- 
setzt. Sogleich wurde von den ausgefiillten EiweiBstoffen abzentrifugiert, 
der Riickstand mit verdiinnter Trichloressigsiiure gewaschen und das Wasch- 
wasser mit dem Zentrifugat vereinigt. Das vereinigte Zentrifugat ergiinzten 
wir mit destilliertem Wasser zu 60 cem und fiigten 20 cem Embdens 
Reagens durch rasches EinflieBenlassen hinzu. Die entstandene Fiillung 
wurde nach 20 Minuten durch Jenaer Glastiegel (I G 4) abfiltriert, mit Lis 
wasser gewaschen und nach 1—1'/, stiindigem Verweilen im Trocken- 
schrank bei 105—110° und nachfolgendem Erkalten zur Wigung gebracht. 

In denjenigen Versuchen, die bei alkalischer Reaktion Magnesium 
chlorid als Zusatz enthielten, sind wir wegen der Ausscheidung von kry- 
stallisiertem, an den Glaswinden haftendem Ammoniummagnesiumphosphat 
so verfahren, daB wir den Gesamtansatz mit der entsprechenden Meng? 
Trichloressigsiiure versetzten und von dieser Mischung einen bestimmte 
Teil aufarbeiteten. Dadurch ist eine gleichmifige Erfassung der gebildeten 
Phosphorsiiure gewihrleistet. 


') Biochem. Z. 70, 341 (1915). *) Diese Z. 113, 138 (1921). 
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2, Die Abhangigkeit des Wirkungsvermdgens von der Wasser- 
stoffzahl. — Vergleich der p,-Abhingigkeit der phosphata- 
tischen Wirkung von Ausziigen (gleicher Darstellung) aus 
verschiedenen tierischen Organen. Die vergleichenden Ver- 
suche, die die p,-Abhingigkeit der phosphatatischen Wirksamkeit 
yerschiedener tierischer Organe aufzeigen sollen, sind ausgefiihrt 
nit gleichmaBig dargestellten Autolysaten der Niere des Schweines 
sowie der Leber des Rindes und des Schweines. Fir die Ge-, 
winnung der Autolysate diente der Hackbrei der Organe, versetzt 
mit dem 4 fachen Gewicht an Wasser (bezogen auf das Frisch- 
organ) und einer hinreichenden Menge Toluol. Die Suspensionen 
wurden 5 Tage im Thermostaten bei 25° belassen, dann wurde 
mittels einer hochtourigen Zentrifuge der Zellriickstand vom 
Autolysat abgetrennt. Die so gewonnenen triiben und schwach 
sauer reagierenden (p, = etwa 5) Autolysate unterwarfen wir in 
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Fig. 1. Fig. 2. Fig. 3. 
Schweineniere Rinderleber Schweineleber 
Py-Abhangigkeit des Wirkungsvermégens der Phosphoesterasen. 

Hammelblinddirmen einer 4tiigigen Dialyse gegen destilliertes 
Wasser. Dabei klirten sich die Lésungen, indem ein flockiger 
leicht abfiltrierbarer Niederschlag ausfiel. Bezogen auf die Auto- 
lysate kamen pro Versuchsansatz von 50 ccm im Falle der 
Schweineniere 2 ccm, im Falle der Rinderleber 10 ccm und im 
Falle der Schweineleber 15 com zur Anwendung. Die Pufferung 
erfolgte mittels Citratpuffer (10 ccm) im sauren und mittels Borat- 
puffer (20 ccm) im alkalischen Gebiete. 

Aus den Versuchsergebnissen, die in T'ab. 1 und in den 
Fig. 1, 2 und 8 niedergelegt sind, geht hervor, dal sich die 
phosphatatische Wirkung der Dialysate von schwachsaurem bis 
zum stark alkalischen Gebiete erstreckt; dabei treten aber zwei 
Optima der Wirkung auf, wovon das eine im Gebiete schwach- 
saurer Reaktion, das andere im Gebiete stark alkalischer Reaktion 
liegt. Bei schwach alkalischer Reaktion beobachtet man das die 
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beiden Optima trennende Minimum. Diese Beobachtung )etyjf; 
alle 8 Organausziige; im Verhiltnis der phosphatatischen Wipk. 
samkeit im sauren bzw. alkalischen Gebiete bestehen jedoch anf. 
fallende Unterschiede. Bezogen auf 10 ccm der einzelnen Auto. 
lysate ergeben sich nimlich bei p,, = 6, bzw. = 7,4, baw. = 88 jy 
Falle von 

Schweineniere .... 19,10 mg, bzw. 18,40 mg, bzw. 55,85 mg P.O, 
Rinderleber...... 6,90 ,, __,, 482, , 16,90 ,, P,0, 
Schweineleber....13,27 , , 208, 4 4,66 , P.O, 


Tabelle 1. ' 


Vergleich der py-Abhingigkeit der phosphatatisechen Wirkung von Aus. 
ziigen aus verschiedenen tierischen Organen. 
(Die Zahlen geben an: Milligramm P,O,; Versuchsdauer: 4 Stunden, ¢ = 3()°, 


























Herkunft a... iaeee 
des Enzyms 5,0 6,0 6,7 7,4 8,8 
Schweineniere.... 2,28 | 3,82 3,89 3,68 11,17 
Rinderleber ...... 209 | 6,90 6,55 4,82 16,90 
Schweineleber.... 14,85 19,90 17,10 3,13 7.00 


Kinflu8 der Darstellung und des Reinheitsgrades 
einer Enzymlésung auf die p,-Abhingigkeit ihrer Wir. 
kung. Es ist von Interesse zu wissen, wie weit Begleitstofie, die 
mit den Enzymen assoziiert sind, ihre Wirksamkeit bei verschie- 
dener Wasserstoffionenkonzentration beeinflussen. Von einigen 
esterspaltenden Enzymen ist ein solcher EinfluB bekannt. So 
haben R. Willstatter und F. Memmen!?) zum ersten Mal am 
Beispiel der Magenlipase den groBen EinfluB der Enzymbezleit- 
substanzen aufgedeckt. Eine ahnliche, wenn auch nicht so weit- 
gehende Verschiebung des p,-Optimums bei An- bzw. Abwesenhieit 
bestimmter Begleitstoffe ist im Falle der Phosphoesterase aus 
Aspergillus Oryzae durch die Arbeiten von H. Kobayashi* 
sowie K. Jnouye*) bekannt geworden. Dieses Enzym entfaltet 
in wenig reinem Zustand seine optimale Wirksamkeit bei p,, = 
etwa 5; nach der Reinigung findet man das p,,-Wirkungsoptimum 
bei p,, = etwa 3. 

Wir haben die Wirkungskurven bei verschiedenem p,, il! 
Falle roher und durch Dialyse gereinigter Autolysate aus Schweine- 
leber vergleichend gegeniibergestellt (Fig. 4). 





) Diese Z. 133, 247 (1923). 
) J. of Biochem. 8, 205 (1927); 10, 147 (1928). 


1 
© 


5) J. of Biochem. 10, 1383 (1928); 10, 395 (1929). 
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Diese Versuche zeigen, da das p,-Minimum der Wirksamkeit in 
rohen Enzymlésungen mehr am Neutralpunkt liegt, wihrend die 
reinere Lisung die geringste Wirksamkeit bei p,, = 7,5—8. auf- 
weist. AuBerdem sind die vom Minimum aufsteigenden Schenkel 
dieser _Kurve (Dialysat) etwa um eine halbe p,-EKinheit ins alka- 
lische Gebiet verschoben. Mit Vorbehalt kann man aus diesen 
Tatsachen auch auf eine entsprechende Verschiebung der Wirkungs- 
optima schlieBen. 


Die Versuche der Tab. 2 sind so ausgefiihrt, daB die iiblichen Ver- 
suchsansitze von 50 cem 5ccem der StammlésungI des Veronalnatrium- 
Acetat-Puffergemisches, 10 ccm Autolysat bzw. 11 cem Dialysat (die dem 
Autolysat entsprechende Menge) enthalten. 
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Fig. 4. Fig. 5. 
Autol. aus Schweineleber Py -Abhingigkeit des Wirkungsvermégens 
seers ne n.4tag. Dialyse der Phosphoesterasen in einem ammonia- 


$9 9 
KinfluB des Reinheitsgrades der Enzymloésung kalischen Auszug aus Aceton-Trockenleber 


auf dic py-Abhingigkeit 


Tabelle 2. 


EinfluB des Reinheitsgrades eines Auszugs aus Schweineleber 
auf die pp-Abhingigkeit seiner Wirkung. 
(Versuchsdauer 2 Stunden, t = 30°.) 





ai a) Autolysat | ‘b) Autolysat nach Dialyse _ 





Pp der Versuche: 





55 | 60 | 66 | 7,6 | 84/91] 46 | 5,5 | 60 | 63| 68 | 81 | 9,1 
| ———— | a | —a | a — ; oe = 

10,10 | 6,80 | 2,59 | 1,32 | 5,82 | 8,25 ]12,90 13,30 11,50) 9,19 5,63 1,77 11,90 
| | 





Wir haben gelegentlich auch die Wirkungskurve eines 
ammoniakalischen Auszugs aus einem Schweineleber-Aceton- 
trockenpriparat in Abhingigkeit von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration aufgestellt. Der Verlauf dieser Kurve ist in Fig. 5 
wiedergegeben. 
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Dieses Kurvenbild l4Bt das alkalische Optimum bei Py = 9 
bis 9,5 erkennen, das saure Optimum liegt bei p,, = 6. Wir kennen 
zwar die Lage der p,-Optima im Falle der Rohextrakte aus dey 
dem Trockenpraparat entsprechenden Frischleber nicht, méchten 
aber das dem Neutralpunkt nahegeriickte saure p,-Optimum in 
gleichen Sinne wie im Falle des Autolysates und des daraus ge. 
wonnenen Dialysates deuten: Dem reineren Auszug aus den 
Trockenpraparat kime also ein Wirkungsoptimum im schwiicher 
sauren Gebiete zu. 

In diesen Versuchen enthielt der Ansatz von 50 cem 10 cem Citrat-— bzy. 
Ammoniak-Ammonchlorid-Puffergemisch sowie 20 cem des ammoniakalischey 
Auszugs aus Trockenleber (1 Teil Trockenleber + 10 Teile n/40-NH,: 
1 Stunde bei Zimmertemperatur). Versuchsdauer: 4 Stunden, ¢ = 30°. 

KinfluB verschiedener Puffergemische auf die Lage 
der p,-Optima. Es ist eine allgemeine Erfahrung, daf Enzyme 
in ihrer Wirksamkeit von Ionen weitgehend beeinfluBt werden 
kénnen; daher ist es auch meistens nicht gleichgiiltig, in welchem 
Puffergemisch die enzymatische Wirksamkeit verfolgt wird. Be- 
sonders ist dabei zu beachten, ob die p,,-Wirkungskurve auch in 
ihrer Lage zum Neutralpunkt bei Anwendung verschiedenartiger 
Puffersubstanzen beeinfluBt wird. Es ist vielfach nicht méglich, 
ein Puffergemisch im Gebiete von sowohl saurer wie alkalischer 
Reaktion anzuwenden. Das trifft auch fiir die Bestimmung der 
phosphatatischen Wirksamkeit zu, da der iiber das gesamte 
Py-Gebiet sich erstreckende Veronal—Acetatpuffer wegen seiner 
geringen Kapazitit im allgemeinen nicht anwendbar ist. 

Fiir das schwach saure Gebiet kénnen wir zeigen, daf es fiir 
die Lage des p,,-Optimums ohne Belang ist, ob die Versuche 
unter Pufferung mit dem Veronal—Acetat- oder mit dem Citrat- 
gemisch durchgefiihrt werden. Auch die Lage des p,,-Wirkungs- 
minimums wird nicht wesentlich beeinfluBt (vgl. Tab. 3 und Fig. 6). 

Im stark alkalischen Gebiete ist eine ahnliche Gegeniiber- 
stellung nicht méglich, da der Veronal—Acetatpuffer nur bis 
Py = 9,2 anwendbar ist. Aus dem Verlauf des alkalischen Kurven- 
schenkels in Fig.6b kann ein ahnliches p,,-Optimum extrapoliert 
werden, wie es im Falle des Ammoniak—Ammonchloridpufiers 
experimentell gefunden wurde. Der gestrichelte Teil der Kurve 
in Fig. 6b deutet dieses extrapolierte Wirkungsmaximum au. 
Wir vermégen vorerst nicht zu entscheiden, ob die stark ver- 
langsamten Reaktionsgeschwindigkeiten bei Anwendung des An- 
moniak—Ammonchloridpuffers eine spezifische Wirkung dieses 
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. HB puffers sind oder nur eine Folge der verhialtnismaBig hohen 


Konzentration, in der dieser Puffer in unseren Versuchen zur 
Anwendung gelangte. 


| Die Versuche, deren Ergebnisse in Tab. 3a und 3b zusammengestellt 
sind, enthielten in 50 ccm Reaktionsvolumen 5 ccm Veronal—Acetatpuffer, 
Stammldsung I, bzw. 10 cem Citrat-, bzw. 10 cem Ammoniak~Ammonchlorid., 
bzw. 10cem Natriumacetat-Essigsiure-Puffergemisch. Als Enzymlésung 
diente ein dialysiertes Autolysat aus Rinderleber, sowie ein dialysiertes 
Autolysat aus Schweineleber. In den Versuchen mit dialysiertem Autolysat 
aus Rinderleber betrug die Menge der angewandten Enzymlésung 15 ccm, 
die Reaktionszeit 4 Stunden, in den Versuchen mit dialysiertem Autolysat 
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O—O—O = Veronal-Acetatpuffer 
x—x— x =Ammoniak - Ammon- 
chloridpuffer 


0-0 =Veronal-Acetatpuffer 

x--x =Citratpuffer und 
Ammoniak-Ammonchlorid- 
puffer 

Einflu8 verschiedener Puffergemische auf die Lage der py-Optima. 


Tabelle 3a. 


O—O—O=Vers. ohne Mg*’ 
x—x—x=Vers. mit Mg’ 
Vergleich der Aktivitats - p;;- 
Kurven bei Versuchen mit u. 
ohne Zus. von Magnesiumchl. 


Vergleich der Lage der pq-Optima bei Anwendung verschiedener Puffergemische. 











Rinderleber-Dialysat 
Veronal—Acetatpuffer 
pu der Versuche 
54 | 68 | 68 | 9%1 | 5,0 


4,23 | 


18 | 


mg P.O; 








Citratpuffer 


60 | 67 | 8,7") 
= ; — — —— — ——_—_—_— —— — — ma as 
8,26 | 18,90 2,09 | 6,90 | 6,55 | 20,2 


*) Dieser Versuch enthielt pro Ansatz 10 cem Ammoniak-Ammon- 


chloridpuffer. 





Schweineleber-Dialysat 
Veronal—Acetatpuffer 


Py der Versuche 


46 | 5,5 60 6,8 





NH,-NH,Cl-Puffer 


| 6,8 | 8,1 | 92 | 9,0 | 10,0 | 11,0 





12,9 18,3 | 11,53 | 


| 
\ 


mg P.O; 





| | | \| 
9,19| 5,63) 1,77) 11,95 3,73 
1 | | 


7,35| 1,89 
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aus Schweineleber 11 ccm, die Reaktionszeit 2 Stunden. Die Versuche mit 
Rinderleberdialysat sind bei Anwendung von Veronal-Acetatpuffer mit ge; 
halben Enzymmenge gegeniiber den Versuchen bei Anwendung von Citra. 
bzw. Ammoniak-Ammonchloridpuffer ausgefiihrt worden. ¢ = 80°, (Tab. 32) 


In weiteren Versuchen wurden Citrat- und Natriumacetat. 
Kssigsiure-Puffergemische einander vergleichend gegeniibergestell, 
(Tab. 3b). 

Tabelle 3b. 


Vergleich der Lage der py-Optima, bei Anwendung verschiedener Puffer. 

gemische. (Die Versuchsansitze von 50 ccm enth. 20 cem eines dialysiertey 

Auszugs mit n/1-CH,COOH aus Trockenleber (vom Schwein); Reaktiongzeit 
8 Stunden; ¢ = 30°.) 





Dialysierter Auszug aus Aceton-Trockenpriparat 
Citratpuffer Na-Acetat-Essigsiurepuffer 

pu der Versuche 
43 | 5 6 | 67 | 48 | 5 6 61 


mg P.O, | 0,93 | 1,16 | 1,62 | 1,12 0,95 | 1,04 | 1,44 | 0,47 





KinfluB des Magnesiumzusatzes auf die Lage des 
py-Optimums. Seit der wichtigen Entdeckung der Rolle der 
Mg-Ionen als spezifischer Aktivator der alkalischen Phosphoeste- 
rase durch H. Erdtman}?) ist diese Erscheinung bisher in ver- 
schiedenster Hinsicht naher untersucht worden. Im Zusammen- 
hang mit den Versuchen tiber die Abhingigkeit der phosphatatischen 
Wirkung von der Wasserstoffionenkonzentration priifen wir, ob 
dieses spezifisch wirkende Ion von EinfluB auf die Lage der p,- 
Wirkungsoptima der Phosphoesterasen ist. In unseren Versuchet, 
iiber die Tab. 4 und Fig. 7 eine Ubersicht gewiihren, stellen wir 
fest, daB dieses Ion eine bemerkenswerte Verschiebung der ),- 
Optima nicht veranlaBt. 


Tabelle 4. 


Die Lage der py-Optima in Versuchen mit und ohne Zusatz von Magnesium 
chlorid. (Versuchsdauer: 4 Stunden, ¢ = 30°.) 











Pu = 
4 | 5 6 | 6,7 8 | 9 10 | 1 








mg Tee Mg | 10,40 | 12,42 | 13,65 | 9,11 | 0,37 | 2,44 | 1,88 0,07 
P.O, | mit Mg 9,79 | 12,20 17,40 | 12,10 | 12,70 | 32,90 | 40,30 29,20 








1) Diese Z. 177, 211 (1928). 





Durel 


Auszt 
leber 
90 cc) 
10 ce! 
puffes 


Vers! 
aktiv 
ein 1 
Befu 
phoe 
Pu = 
(run 
etwa 
zur | 
stark 
also 
vorge 
stoffi 
und 
gelin 
6 enz 
yom 
man 
Vers 


Pho 
war 

Akti 
wirke 
hemy 
komt 


liefer 
des ( 
dure] 
Mg-I 
dure! 
10 y? 
Hem 











K 


Durch py-Wirkungsoptimum unterscheidbare Phosphoesterasen usw. 135 


Die Versuche der Tab. 4 sind ausgefiihrt mit einem ammoniakalischen 
Auszug aus einem Schweineleber—Acetontrockenpriiparat. (1 Teil Trocken- 
leber + 10 Teile n/40-NH,, 1 Stunde bei 20°.) Die Ansiitze enthielten jeweils 
90 cem Enzymlésung. Als Puffer fanden Anwendung im sauren Gebiet je 
10 cem Citratpuffer, im alkalischen 10 cem 2,5 n-Ammoniak-Ammonchlorid- 


puffer. 

In Fig. 7 bemerkt man, daB die Kurve der mit Mg aktivierten 
Versuche im sauren Gebiete teils oberhalb der Kurve der nicht 
aktivierten Versuche, teils zusammen mit dieser Kurve oder sogar 
ein wenig unterhalb dieser Kurve verliuft. Dieser iiberraschende 
Befund ist bestimmt nicht damit zu erkliren, daf die saure Phos- 
phoesterase sich bei p,, = 6 aktivieren abt, wihrend sie bei 
p, = 5) und niedereren p,,-Stufen von Mg unbeeinflubt bleibt. Der 
Grund der Erhéhung der Kurve liegt vielmehr darin, daf bis 
etwa p, = 6 die Wirkung der alkalischen Phosphoesterase noch 
zr Geltung kommt, mefBbar allerdings nur bei Anwesenheit des 
stark aktivierenden Magnesiums. In solchen Mg-Versuchen wird 
also das stark ausgeprigte Wirkungsoptimum bei p,, = 6 nur 
vorgetiiuscht: die phosphatatische Wirkung ist bei dieser Wasser- 
stoffionenkonzentration zuriickzufiihren auf die Wirkung der sauren 
und die Restwirkung der alkalischen Phosphoesterase. Wenn es 
gelingt, die Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum p,, = 5 bis 
6 enzymatisch einheitlich darzustellen, d.h. von der Phosphoesterase 
von Wirkungsoptimum p,,=9 bis 10 abzutrennen, dann wird 
man auch bei p,, = 6 gleiche phosphatatische Wirkung in 
Versuchen mit und ohne Zusatz von Mg finden. 


8. Uber den Einflu8 von Zusitzen. — a) Wirkung auf die 
Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum p, =9,5. Es 
war lingere Zeit eine strittige Frage, ob Mg als spezifischer 
Aktivator bei der enzymatischen Phosphorsiureester-Verseifung 
wirke oder ob die aktivierende Wirkung durch die Ausfillung der 
hemmenden Phosphorsiiure aus dem Reaktionsmilieu zustande 
komme. 

Heute gibt man der ersteren Auffassung den Vorzug. Wir 
liefern zu dieser Frage einen Beitrag, indem wir die Wirkung 
les Ca-Ions, das ebenfalls zu einer Entfernung der Phosphorsiure 
durch Bildung eines unléslichen Phosphats fihrt, mit der des 
Mg-Ions vergleichen. In solchen Versuchen, die mit Dialysaten 
durchgefiihrt sind, gibt sich der Zusatz von Ca-Salzen bis zu etwa 
10°/, Substratspaltung iiberhaupt nicht oder durch eine schwache 
Hemmung zu erkennen. Dagegen erzielen wir in den Parallel- 
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versuchen durch den Zusatz von Mg-Salzen eine oft erheblich 
Aktivierung. 

Diese Befunde, die die Auffassung des Mg als spezifischey 
Aktivator auch fir die Leberphosphatase belegen, sind in Tab, 5 
wiedergegeben. 

Nach den bisher bekanntgewordenen Ergebnissen wirkt Mo 
auf alle Phosphoesterasen, unabhiingig von ihrer Herkunft, aktj. 
vierend; allerdings ist es vielfach von groBer Bedeutung, in welcher 
Konzentration das Mg im Versuchsansatz anwesend ist. So be. 
richten H. D. Kay und H. D. Jenner’), daB die Phosphoesterage 
aus Knochen nur bei einer Konzentration von m/1000 bis m/100 
unter dem aktivierenden EinfluB dieses Aktivators stehe, und dag 


Tabelle 5. 


Kinflu8 von Ca und Mg auf die Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum p,=9)). 
(Die Vers.-Ans. enth. pro 50 ccm bei iiblicher Substratkonzentration jeweils 
10 com NH,-NH,Cl1-Puffer; ¢ = 30°.) 











- Reakt. |mg P.O, mg P.O; nach Zusatz von 
# «| Enzymlésung | Zeit | ohne | mg CaCl,-6 H,O mg MgCl, - 6 H,0 
> Z (Std.) | Zusatz 4 | 80 2,5 | 20 | 50 |100) 376 50 
1a | Dialys. Auto-| 4 8,09 | 4,78 | | 8,82) 
lysat, gew. | | 
1b | durch natiirl.| 26 10,00 | 8,97 24,00) 
Autolyse | | 
(22,5 ecm) | | 
2a | Dialys. Auto- 4 1,05 | 0,78 | 2,78 
lysat, gew. | 
2b | durch Autol.| 26 4,19 | 3,76 | 17,30) 
b.alkal.Reakt. | | 
(22,5 ecm) | | | 
3a | Dialys. Auto-| 4 3,94] 8,98 | 38,14 | 4,41) 5,09) 
lysat, gew. = 
3b | durch Autol.]| 20 | 13,22] 12,84 | 12,80 [17,01) 21,95 
b.alkal.Reakt. | | | 
(15 cem) | 
| 
4a | Dialys. Auto-| 1 1,89 | 4,13 4,59 
lysat, gew. | | ; | 
4b | durch natiirl. 3 5,23 | 12,83) 14,80 
Autolyse | | | 
4c | (11 ccm) 8 10,83 28,05) 34,95 
5 | Dialys. Auto-| 2 5,16 6,43 17,45 i, 
lysat, gew. | Es | 4 
durch natiirl. | ; | 
Autolyse a 
(11 ccm) 





























1) J. of biol. Chem. 93, 733 (1931). 
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bei hbheren Mg-Konzentrationen an Stelle einer Aktivierung eine 
Hemmung beobachtet wiirde. Bei unserem Enzym haben wir die 
Feststellung gemacht, daB sich die Aktivierbarkeit nicht auf das 
pei der Knochenphosphatase angegebene Bereich beschrinkt. 
Vielmehr nimmt bei der Leberphosphoesterase die Aktivierbarkeit 
weiter zu und der Zustand der vollen Aktivierung des Knzyms 
scheint erst in '/,,, bis '/,, molaren Magnesiumchloridlésungen 
erreicht zu werden. (Versuche 3, 4 und 5 der Tab. 5.) 

b) Wirkung auf die Phosphoesterase vom Wirkungs- 
optimum p,, = 5,5. — Besonderes Interesse kommt der Priifung 
des Mg- und Ca-EKinflusses auf das neu aufgefundene Enzym vom 
Wirkungsoptimum p,, = 5,5 zu. Alle Versuche, die wir bisher 
ausgefithrt haben, sprechen dafiir, daB diese Phosphoesterase in 
inrem Wirkungsvermégen von den genannten Zusatzstoffen un- 
abhiingig ist. Diese Beobachtung kann man allerdings wie in 


Tabelle 6. 


Vergleich des Einflusses von Ca und Mg auf die Phosphoesterase 
vom Wirkungsoptimum pq = 5,5. 
(Die Vers.-Ans. enth. bei iiblicher Substratkonzentration 10 cem Citratpuffer 
von py=6, bzw. = 5, bzw. = 3; ¢=30° — Die Zusiitze pro 50 cem Ansatz 
sind CaCl, -6H,O und MgCl, - 6 H,0.) 

















mg P.O, 
A a ea nines ominnsenionm orth rereren aro a 
7. = 6 = 5 | = § 
; |Enzymlésung]| Zeit S PH N ™ ‘_ ao “e 
= or &0 Bil o + &N S S| Oo + | &0 
5 EE Sawa as we ek wel ag | we 
(Std) [S83 |~Sl=Sicg Weis liAelog ie 
——— A ET EN TT — ec aeeneenenneeneneersnnssernat —— — aa Tl en a 
la |Dialys. Auto-| 4 {15,80 15,85/15,83. p4 3.85) 3,46 
lysat, gew. | | | 
1b | d. natiirl. Au-| 26 [46,25 48,10'46,80 | 18,20/17,70 
| | 


tol. (22,5 cem) | 
Dialys. Auto-| 4 | 6,60 7,50 6,65 

2 |lysat, gew. | | | 
d. Autol. b. | | 
alk. Reakt. | | 
(22,5 eem) 


> 


3a | Dialys. Auto-} 2 | | 5,45 5,75, 
lysat, gew. | i | 
$b | durch natiirl. 4 (10,51 10,50 
Autol. (15¢em) | | 1 | 
42 |Dialys. Auto-| 1 | | 3,21) 3,09 | 3,09 | 
lysat ew. ! | Pa | 
4 y 4 | | 
b durch natiirl. | 1 on a 0,47) 
4e | Autol.(15eem)| 10 | 20,70 20,60 20,58 | 


| 
4d 21 34,00 33,65 33,70 
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Abschnitt 2 dargelegt wurde (vgl. auch Fig. 7), nur in Versuchey 
machen, in denen die Wasserstofiionenkonzentration eine Rest. 
wirksamkeit der alkalischen Phosphoesterase ausschlieBt. 


Vor kurzem hat 8. Munemura?) den EKinflu8 von Me ay; 


die Phosphoesterase aus Reiskleie, die ebenfalls ihr Wirkungs. 
optimum im schwach sauren Gebiete hat, untersucht und dabe; 
eine Aktivierung dieses Knzyms festgestellt. Die Gegeniiberstelluns 
unseres Befundes mit dem von Munemura liBt es bereits frag. 
wiirdig erscheinen, ob man auf Grund gleicher p,-Abhiangigkeit 
von Phosphoesterasen verschiedener Herkunft auf eine Fahigkeit 
zur Aktivierung schlieBen darf. Nach den in einer folgenden 
Arbeit mitzuteilenden neuartigen Erkenntnissen ist fiir die Akti- 
vierungsfihigkeit allein die jeweilige Konstitution des Enzyn- 
komplexes maBgebend. 

4. Zur Kinetik der phosphatatischen Verseifung. Zur [rage 
der Kinetik der phosphatatischen Verseifung ist im Laufe der 
letzten Jahre eine Reihe von Einzeltatsachen bekannt geworden’, 

Unsere an den Phosphoesterasen der Leber (des Schweines| 
angestellten Messungen liefern im Falle der alkalischen Phospho- 
esterase einen Beitrag und im Falle der sauren Phosphoesterase 
die ersten orientierenden Ergebnisse auf dem Gebiete der Reak- 
tionskinetik. 

Proportionalitit von Enzymmenge und Umsatz. Fiir 
die Phosphoesterasewirkung im schwach sauren Gebiete bestehit 
zwischen Enzymkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit im 
Bereiche von 1:6 Proportionalitit. Ebenso hat sich Proportionalitit 
von Enzymmenge und Umsatz ergeben, wenn wir im gleichen 
Bereich diese Beziehung fiir die mit Mg voll aktivierte alkalische 
Phosphoesterase priiften (Tab. 7). 

Entsprechende Versuche bei p, = 8,9 ohne Zusatz von 
Magnesiumchlorid sind durchgefiihrt mit einem nicht dialy- 
sierten Autolysat. Bei diesem Enzymmaterial ergeben sich tiir 
den Umsatz folgende Werte: 

Enzymmenge ...... 1 2 6 
ee ee 8,66 7,31 

Die Abnahme des Umsatzes mit zunehmender Enzymmenge 
diirfte damit zu erklaren sein, da8 die ungereinigte Enzymlisung 
betrichtliche Mengen anorganisches Phosphat enthielt, das ent- 


1) J. of Biochem. 17, 343 (1983). 
*) Vgl. E. Jacobsen, Biochem. Z. 249, 21 (1932). 
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| sprechend der zunehmenden Konzentration die Phosphoesterase 
+ hemmte. 


Tabelle 7. 


Enzymkonzentration und Umsatz. 
Die Vers.-Ans. enth. in 50 ecm 0,5 g Glycerophosphat, 10 cem Citratpuffer, 
baw. 10 cem Ammoniak-Ammonchloridpuffer 
unter Zusatz von 0,5 g MgCl,-6H,O; ¢ = 30°). 








Enzymmenge Zeit Umsatz 
(dialys. Autolysat) St ae (mg P,05) 
ny bei py = 5) bei py = 9 
5,5 24 16,70 | 8,44 
11,0 12 16,60 8,68 
33,0 4 16,45 9,14 








Der zeitliche Verlauf der Spaltung im alkalischen 
Gebiet. Der zeitliche Verlauf der Esterspaltung wird wesentlich 
durch anorganisches Phosphat beeinfluBt. Dasselbe kann in wech- 
selnden Mengen in den Organautolysaten enthalten sein und so 
dem Versuchsansatz zugefiigt werden. Andererseits reichert es 
sich bei der Spaltung des Substrates an. Die hemmende Wirkung 
des Phosphats ist fiir alle bisher untersuchten Phosphatasen und 
von allen Untersuchern bestiitigt worden. Eingehende systematische 
Untersuchungen, welche den gegenseitigen Kinflu8 des anorganischen 
Phosphats und des Glycerophosphats auf die Kinetik der enzy- 
matischen Spaltung des letzteren bestimmen, verdanken wir 
KE. Jacobsen’), Diese Untersuchungen sind mit der Phosphoesterase 
aus Schweinenieren ausgefiihrt. Sie fiihren zu dem Ergebnis, dab 
die Hemmung von seiten des abgespaltenen Phosphats zu erkliren 
ist als die Resultante zweier Komponenten: sie ist zuriickzufiihren 
l. auf eine absolute Hemmung, die von der Konzentration des 
Substrats unabhingig ist und 2. auf eine relative Hemmung, die 
von dem Verhiltnis Substrat:anorganisches Phosphat abhingig 
ist. Danach muB es als eine Zufialligkeit gelten, wenn die Spaltung 
bei gewissen Konzentrationen der monomolekularen Gleichung folgt. 

Auch die Leberphosphoesterase untersteht dem hemmenden 
Kinflu8 des Spaltproduktes Phosphorsiure. Wir haben vorerst 
von systematischen Versuchen, die den EinfluB konstanter Phosphat- 
konzentration bei variierter Substratkonzentration oder variierter 
Phosphatkonzentration bei konstanter Substratkonzentration auf- 


') a. a. O.; ferner Biochem. Z. 267, 89 (1933). 
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decken, abgesehen und uns der Frage zugewandt, ob es innerhalh 
einer ertriglichen Fehlergrenze méglich ist, den zeitlichen Verlay! 
der Esterspaltung bei Anwendung von Enzymlésungen verschiedene, 
Darstellung und verschiedener Reinheit als angenihert gleich x 
betrachten, um auf Grund einer solchen Spaltungskurve Map, 
fiir das Enzym aufzustellen. Wenn diese MaBe auch nur ap. 
genihert ein Ausdruck fiir die Enzymmengen sein kénnen, sy 
werden sie 1. fiir Untersuchungen priparativer Art von Nutzey 
sein und 2, Unstimmigkeiten im Mengenvergleich leichter erkenney 
lassen, und so AnlaB zu tieferem Hindringen in dieses Gebict 
werden. 


% pe ng 
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Fig. 8. Der zeitliche Verlauf der Spaltung im alkalischen Gebiete. 


In Fig. 8 ist der zeitliche Verlauf der Spaltung von Glycero- 
phosphat (0,5 g auf 50 ccm bei Anwesenheit von 10 com Ammoniak- 
Ammonchloridpuffer p,, = 9) durch ein dialysiertes Autolysat aus 
Schweineleber wiedergegeben. Wir haben versucht, mit dieser 
Kurve etwa 16 weitere Kurven, die den Spaltungsverlauf mittels 
anderer Enzymlésungen darstellen, zur Deckung zu bringen. Er- 
wartungsgemiB weichen die einzelnen Kurven mehr oder weniger 
von der zugrunde gelegten Kurve ab. Mit Ausnahme weniger 
Falle bleiben aber die Streuungen bis zu einer Spaltung des 
Substrates von etwa 12—13°/, in so engen Grenzen, daB sie die 
Ableitung von Enzymmafen nicht unméglich machen. Erheblichere 
Abweichungen vom angefihrten Kurvenverlauf beobachteten wi! 
dann, wenn Frischleber- oder Trockenlebersuspensionen als Enzym- 
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material Anwendung fanden. In diesen Fiillen sind die Umsitze 
hei hdheren Spaltungsgraden gréBer, als sie nach der Kurve zu 


erwarten sind. 

Die Autolysate, die bei den Versuchen der Tab. 8 Verwendung fanden, 
gewannen wir, indem wir 1 Teil Leberhackbrei mit 2 Teilen Wasser ver- 
setzten und diese Mischung unter Zusatz von Toluol und éfterem Um- 
schiitteln die jeweils angegebene Zeit bei bestimmten, in der Tabelle eben- 
falls angegebenen Temperaturen aufbewahrten. Die Abtrennung des Riick- 
standes erfolgte durch etwa '/,—1 stiindiges Abschleudern in einer Zentri- 
fuge mit einer Tourenzahl von etwa 3000 in der Minute. Diese Zentrifugate 
sind getriibt und zeigen schwach saure Reaktion (p,;; = 5—6). Eine Klirung 
der Lésungen kann durch Filtration tiber Kieselgur erfolgen. Solehe Enzym- 
lisungen enthielten in 10 cem durchschnittlich 0,02 g H,PO,. Beispielsweise 
betragen die Werte fiir H,PO, in 10 cem Autolysat in den Versuchen (der 
Tab. 8) 2, baw. 3, bzw. 4, bzw. 5, bzw. 6, bzw. 7 0,0232 g, bzw. 0,0195 g, 
baw. 0,0219 g, bzw. 0,0175 g, bzw. 0,0168 g, bzw. 0,0278 g. 

Um die Hemmung der Esterspaltung durch die anwesende Phosphor- 


| siure schiitzen zu kénnen, haben wir die Wirkung von 0,0455 g H,PO, 
; pro 50 cem Ansatz festgestellt. Diese Menge betriigt etwa das 100 fache 


der Phosphorsiiure, welche in den tiblicherweise zugesetzten Kubikzentimetern 
Dialysat enthalten ist; sie hemmt die Reaktionsgeschwindigkeit um etwa 30°/,. 
Diese Erfahrung muB bei der Einschiitzung der Genauigkeit unserer in 
Abschnitt 5 aufgestellten Enzymeinheiten beriicksichtigt werden. Das Spalt- 
produkt Glycerin war in 2 Versuchen ohne bemerkenswerten Einflu8 auf 
die Umsatzgeschwindigkeit. 

Versuch ohne Zusatz von H,PO,: nach 3 Stunden 0,00523 g P,O, 
Versuch unter Zusatz von 0,0455g¢ H,PO,: ,, 3 ,, 0,00359 gs, 
entsprechend einer etwa 30°/, igen Hemmung. 

Nach 3—4 tigiger Dialyse der Autolysate gegen destilliertes Wasser 
ging der Phosphorsiuregehalt betrichtlich zuriick. Die 10 cem Autolysat 
entsprechende Menge dialysierten Autolysats enthielten durchschnittlich 
(,5mg H,PO,. Die Werte fiir mg H,PO, betragen beispielsweise fiir die 
Lisungen der Versuche 8, bzw. 9, bzw. 10 der Tab. 8 0,29 mg, bzw. 0,53 mg, 
baw. 0,65 mg. 

Der zeitliche Verlauf der Spaltung im alkalischen 
Gebiete unter Zusatz von Magnesiumchlorid. Dem Versuch, 
den zeitlichen Verlauf der Spaltung durch das mittels Magnesium 
vollaktivierte Enzym festzulegen, steht als Schwierigkeit der Um- 
stand entgegen, da’ zu Beginn oder im Laufe der Substratspaltung 
das vorhandene oder entstehende Phosphat das zugegebene Magne- 
sum unter Bildung von unléslichen Magnesiumphosphaten ganz 
oder teilweise entfernt und so die Verhiiltnisse uniibersichtlich 
gestaltet. Im Falle der Anwendung von alkalischem Veronal— 


Acetatpuffer wird sich Magnesiumphosphat abscheiden’), bei 


) Diese Tatsache scheint bei der Auswertung der Versuchsergebnisse 
von E. Jacobsen (a. a. O., S. 189) unberiicksichtigt geblieben zu sein. 
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Der zeitliche Verlauf der Esterspaltung bei Anwendung von Enz 
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Tabelle 8. 


verschiedener Darstellung und Reinheit. 


(Die Vers.-Ans. enth. in 50 cem 0,5 g Glycerophosphat, 


ymlésungen 























10 cem NH,-NH,Cl-Puffer, py, = 9; ¢ = 30°.) 
ie Reakt.- fon 
V — Enzymmaterial Zeit in 
Rec (Min) | (°)) 
la | Loésg. gew. dch. natiirl. Autol. 2Tg. b. 25°, 14 Tg. 60 1,98 
b b. 20° gest., triib verwendet, Leber 4; 10 eem 135 3.67 
ce 210 0,06 
d 300 1,44 
‘ 420 | 917 
2a | Loésg. gew. dch. natiirl. Autol. 3 Tg. b. 25°, 14 Tg. 240 2,62 
b b. 0° gest., filtr., Leber 1; 7,5 eem 480 | 4,30 
c 720 1,09 
3a Lisg. gew. dch. natiirl. Autol. 2 Tg. b. 25°, 245 1,58 
b 3 Wochen b. 0° gest., filtr., Leber 3; 15 eem 1350 8,64 
4a Liésg. gew. dch. natiirl. Autol. 2 Tg. b. 25°, 245 | 3,29 
b 3 Wochen b. 20° gest., filtr., Leber 3; 15 cem 1350 | 12,22 
5a | Losg. gew. deh. Autol. 6 Tg. b. 25° b. alkal. Reakt., 240 | 218 
b filtr., Leber 5; 30 cem 1200 | 8,88 
6a | Loésg. gew. deh. natiirl. Autol. 3 Tg. b. 30°, filtr,, 60 2,05 
b Leber 8; 20 cem 240 6,23 
¢ 480 7,34 
7a | Lésg. gew. dch. Autol. 6 Tg. b. 25° b. alkal. Reakt., 240 1,67 
b filtr., Leber 4; 15 cem 1200 5,86 
8a | 3 Tg. dialys. Autol., gew. dch. natiirl. Autol. 5 Tg. 120 | 4,68 
b b. 25°, filtr., Leber 6; 20 ecm Dialys. 300 | 10,42 
c entspr. 15 cem Autol. 1800 | 25,60 
9a |4 Tg. dialys. Autol., gew. dch. natiirl. Autol. 2 Tg. 60 1,43 
b b. 30°, 6 Wochen b. 5° gest., filtr., Leber 7; 180 | 3,96 
C 11 ecm Dialys. entspr. 10 ecm Autol. 480 8,21 
10a | 4 Tg. dialys. Autol. des Vers. 7, filtr.; 30 cem Dialys.]| 240 | 3,4! 
b entspr. 15 ecm Autol. 1200 | 11,47 
lla Frischleber 2 in Suspension; 2,5 g 240 | 4,64 
b 1150 | 15,62 
12a] 4. Riickstand vy. Frischleberausziigen d. Leber 1 300 | 5,1! 
b (Ausz. b. 0°); 2,5 g 1500 | 13,90 
13a | Trockenleber 1, 5 Min. mit Wasser angeteigt; 1,0 g 120 | 2,31 
b 240 4,31 
c 1200 | 16,00 
14a | Trockenleber 2, '/,Std. mit n/40-NH, angesetzt; 0,5¢g. 240 | 2,15 
b 1380 8,30 
lia WiBr. Auszug aus Trockenleber 1 (1 + 10) 240 | 1,83 
b 14 Tg. b. 5°, klar; 7,5 ecm 1350 | 7,00 
16a | Auszug aus Trockenleber 3 (1 + 15) mit n/40-NH, 120 4,52 
b 1 Std. b. 30°, filtr.; 30 eem 240 | 8,10 
Cc 480 13,30 
d 1260 | 20,50 
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Anwendung des Ammoniak—Ammonchloridpuffers kommt es zur 
quantitativen Ausfillung der Mg- bzw. Phosphationen als Magne- 
sjumammoniumphosphat. 

Um die Umsatzkurve unter gleichen und vergleichbaren 
Bedingungen aufzunehmen, messen wir die Spaltungsgeschwindig- 
keit in einem Reaktionssystem, dessen Mg-Gehalt einerseits zur 
rollen Aktivierung des Enzyms und andererseits zur quantitativen 
Entfernung des in den Versuchsansatz durch die Enzymlésung 
gebrachten und wahrend der Durchspaltung des Phosphorsiiure- 


se 


Spaltung 


40 


for 
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Fig. 9. Der zeitliche Verlauf der Spaltung im alkalischen Gebiete 
unter Zusatz von Magnesiumchlorid. 


esters entstehenden Phosphats hinreicht. Demgema enthalt der 
Ansatz von 50 ccm neben 0,5g Substrat und 10—30 ccm Enzym- 
lisung noch 0,5 g MgCl,-6H,O und 10 com Ammoniak—Ammon- 
chloridpuffer. Wie in Fig. 8 haben wir in Fig. 9 versucht, 
ene Anzahl von Kurven durch jeweilige Veriinderung der Ab- 
szissenmaBstibe miteinander zur Deckung zu bringen. Man er- 
kennt, daB bis zu den gemessenen Spaltungsgraden ein geniigend 
einheitliches Kurvenbild erzielt wird. 

Die Messungsergebnisse der zur Aufstellung dieser Kurven 


herangezogenen Versuche sind in der Tab. 9 wiedergegeben. 
10* 
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Tabelle 9. 


Der zeitliche Verlauf der Spaltung bei pq = 9,0 
unter Zusatz von Magnesiumchlorid. 

















10 eem NH,-NH,Cl-Puffer py = 9; ¢ = 30°) — 
piace Se ———Teakt-] Spar Ye 
7 7 . Opa 
\ ag Enzymmaterial Zeit tung Nr. 
Nr. (Min.) (? ) 
= —— a poemeneded <sonsnsnsiosntoaastnDueLannASDalemignaDnaaeanONaanncageanSRONAnanAnaaanSmNNSA — =aaasenassnenssgssneeseeneneneisateeioeeangedgqeabienseo>-sanmieeetienesess 1 9 I 
la! Lésg. gew. dch. natiirl. Autol. 2 Tg. b. 30°, filtriert, 60 2.80 b 
b Leber 7; 10 ecm 240 10.62 ei i} 
c 480 | 20.80 "'f 
2a | Lisg. gew. deh. natiirl. Autol. 3 Tg. bei 30°, filtriert, 60 2.40 ¢ 
b Leber 8; 20 ccm 240 9,09 d 
c 480 | 15,60 
ra 
3a |4 Tg. dialys. Autolysat, gew. dch. Autol. b. alkal. 240 4,41 b 
b | Reaktion 6 Tg. b. 25°, filtriert, Leber 4; 30 cem | 1200 | 19,03 7 
Dialys. = 15 cem Autolys. 
4a 
4a |3 Tg. dialys. Autolysat, gew. dch. natiirl. Autol. 120 6,20 <F 
b{| 5 Tg. b. 25°, filtriert, Leber 6; 20 ccm Dialys. 240 | 13,40 
c = 15 ccm Autolys. 1020 | 48,05 
d 1380 64,90 da 
e 2400 95,10 b 
5a14Tg. dialys. Autolysat, gew. dch. natiirl. Autol. 60 348 | F 
b|2Tg. b. 30°, filtriert, Leber 7; 11 cem Dialys. 180 | 11,22 
c = 10 ccm Autolys. 480 | 26,45 6a 
6a | Dialys. Autolysat des Versuches 5, 5 Tg. b. 0° gest.; 60 3,56 b 
b 11 cem Dialys. = 10 eem Autolys. 120 6.61 ¢ 
¢ 240 | 12.88 d 
d 480 | 24,93 § alt 
7a | Trockenleber 2, 1/, Std. mit n/40-NH, angesetzt; 05g] 240 | 13,1 b 
b 1380 D043 9 
Sa 
8a Ausz. a. Trockenleber 2 (1 + 20) mit n/40-NH, 240 7,91 h 
b 1 Std. b. 30°, filtriert; 10 cem 1200 | 30,50 
9a | Ausz. a. Trockenleber 2 (1 + 20) mit n/40-CH,COOH | 240 5,20 . , 

b 1 Std. b. 30°, filtriert; 10 cem 1260 | 25,15 . 
10a Ausz. a. Trockenleber 3 (1 + 15) mit n/40-NH, 120 420 By Wasa 
b 1 Std. b. 30°, filtriert; 5 cem 240 7,10 b 
c 4380 13,50 rr 
d 1260 | 31,90 , 

e 1800 | 41,00 
la} A 
Der zeitliche Verlauf der Spaltung im sauren Ge: | b 
biete. Die Umsatzkurve der neu aufgefundenen Phosphoesterase 3 4 
vom Wirkungsoptimum p, = 5—6  verliuft abweichend vol b 
jener der alkalischen Phosphoesterase. Vergleicht man solche y 
Spaltungskurven der beiden Enzyme, bei denen die Anfangs- | ¢ 
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Tabelle 10. 
Der zeitliche Verlauf der Spaltung bei p,, = 5,5. 
(Die Vers.-Ans. enth. in 50 cem 0,5 g Glycerophosphat, 
10 ecm Citratpuffer, py = 5,5; ¢ = 30°) 

oe | : | Reakt.-| Spal- 
' wig Enzymmaterial Zeit | tung 

Nr. (Min.) (°/,) 
1a | Liésg. gew. dch. natiirl. Autol. 6 Tg. b. 25°, filtriert, 120 4,51 
b Leber 5; 15 ecem 240 8,70 
2a | Lisg. gew. deh. natiirl. Autol. 3 Tg. b. 30°, filtriert, 45 2,00 
b Leber 8; 20 ccm 180 8,35 

¢ 360 | 14,48 

d 1440 | 40,30 
‘a | 4 Tg. dialys. Autolysat, gew. deh. natiirl. Autol. 240 | 12,32 
b}| 6 Tg. b. 25°, filtriert, Leber 5; 22,5 ccin Dialys. 1540 | 42,75 

= 15 ccm Autolys. 
4a 4 Tg. dialys. Autolysat, gew. dch. Autol. b. 240 5,26 
b | alkal. Reaktion, filtriert, Leber 5; 22,5 cem Dialys.}| 1540 | 21,00 
= 15 ccm Autolys. 

ja] 8 Tg. dialys. Autolysat, gew. dch. natiirl. Autol. 45 4,58 
b] 5 Tg. b. 25°, filtriert, Leber 6; 20 cem Dialys. 120 | 10,77 

¢ = 15 ecm Autolys. 540 | 29,22 

d 1440 | 49,90 
6a} 4 Tg. dialys. Autolysat, gew. dch. natiirl, Autol. 60 2,43 
b 2 Tg. b. 30°, filtriert, Leber 7; 11 ccm Dialys. 120 4,22 

¢ = 10ccem Autolys. 600 | 15,69 

d 1260 | 25,75 
ia | Trockenleber 2, '/, Std. mit n/40-NH, angesetzt; 0,5 g¢] 240 5,85 
b 13380 22,13 
Sa}  Ausz. a. Trockenleber 2 (1 + 20) mit n/40-NH, 240 5,57 
b 1 Std. b. 20°, filtriert; 20 cem 1200 | 18,27 
da Riickstand d. Ausz. a. Trockenleber 2 (Vers. 8) 240 1,20 
b entsprechend etwa 0,5 g Trockenleber 1200 4,35 
l0a | Ausz. a. Trockenleber 2 (1 + 20) mit n/40-CH,COOH]| 240 7,00 
b 2 Std. b. 30°, filtriert; 20 ecm 1200 | 23,60 
lla Ausz. a. Trockenleber 2 (1 + 20) mit n/40-NH, 240 2,66 
b 1 Std. b. 30°, filtriert; 10 cem 1200 | 10,34 
l2a | Ausz, a. Trockenleber 2 (1 + 20) mit n/40-CH,COOH 240 8,92 
D 1 Std. b. 30°, filtriert; 10 ccm 1260 | 15,70 

: 13a Ausz. a. Trockenleber 3 (1 + 15) mit n 20-NH, 120 3,22 
| b 1 Std. b. 30°, filtriert; 20 cem 240 6,02 
¢ 480 | 10,60 

d 1260 | 21,20 

¢ 1800 | 26,80 
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umsiitze etwa gleich sind, so nimmt diejenige der sauren Phos. 
phoesterase einen steileren Verlauf. 

In ahnlicher Weise wie in der Fig. 8 und Fig. 9 bringey 
wir in Fig. 10 die aus den Versuchen der Tab. 10 hergeleitete, 
Kurven zur Deckung. Es ergibt sich auch hier, soweit man dies 
erwarten darf, geniigende Ubereinstimmung. 

Orientierende Versuche iiber die Wirkungsabhingig. 
keit der Phosphoesterasen von derSubstratkonzentratiop, 
In Tab. 11 sind einige Versuche wiedergegeben, die die absolute; 
Umsitze bei variierter Substratkonzentration vergleichen. Nac| 
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Fig. 10. Der zeitliche Verlauf der Spaltung im sauren Gebiete. 


Tabelle 11. 


Vergleich der Esterspaltung durch Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum 
Pu = 9,5 bei verschiedener Substratkonzentration. 
(Die Vers.-Ans. enth. 10 cem Autolysat, 
10 ccm NH,;-NH,Cl-Puffer py, = 9; ¢ = 30°.) 








Reakt.-Zeit mg P.O, bei einer Substratkonzentration von 

















(Stdn.) 0,10 g:50 ccm 0,50 g: 50 cem | 10,0 g: 50 ccm 
4 4,84 | 6,40 | 5,65 
24 14,45 20 20 | 16,54 
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diesen Versuchen, ausgefiihrt mit einem Autolysat, ist der Umsatz 
bei einer Substratkonzentration 0,5 g auf 50 ccm gréBer als der 
bei 0,1 g auf 50 ccm. Bei sehr hoher Substratkonzentration, 
10 g auf 50 ccm, ist der Umsatz wieder geringer. 

Hine bemerkenswerte Beobachtung haben wir in Versuchen 
gemacht, in denen wir die ps-Abhingigkeit einerseits bei Anwen- 
dung von Dialysaten und Autolysaten und andererseits mit und 
ohne Zusatz von Magnesiumchlorid vergleichend gemessen haben. 

Wahrend nach den Versuchen der voranstehenden Tabelle 
und den Versuchen 3 und 4 der Tab. 12 bei Autolysaten der 
absolute Umsatz bei einer Substratkonzentration von 0,5 g:50 ccm 
sréBer ist als bei einer darunterliegenden, iindert sich dieses Bild 
bei Anwendung dialysierter Autolysate. In diesen Fillen ist 
der Umsatz in 0,2°/,igen Substratlésungen gréfer als in 1°/ igen 
(Vers. 1 und 2 der Tab. 12). Fiigt man “jedoch dem Dialysat 
Magnesiumchlorid zu, so erzielt man wiederum bei der héheren 
Substratkonzentration die gréBeren Umsiitze (Vers. 1 und 2 der 
Tab. 12). Diese auffallenden Ergebnisse bediirfen eingehender 
reaktionskinetischer Untersuchung. Wir vermuten, da das ihn- 
liche Verhalten der Autolysate und der Dialysate + Mg darauf 


Tabelle 12. 
Einflu8 von Mg auf die p.-Abhiingigkeit der Phosphoesterasewirkung. 
(Die Vers.-Ans. enth. 10 eem NH,-NH,Cl-Puffer py = 9; ¢ = 30°.) 


























mg P,O, bei einer Substratkonzentration von 
Reakt. |- cesitiiieaiaiaaliptansadetstdaamabae 
Enzymlésung Zeit 01g: 50cem 0,! bg: 50 ecm 0,1 g: 50 cem 05g: 50.cem 
(Gtdn.)- —___-__—__— | 
ohne Zusatz von Mg 4 m. anneal v. 0,58 ‘MgCl, 
‘iin. Aami, 1 1 2,73 | 1,88 395 | 4,59 
(11 ecm entspr. 4 8.43 | 6,90 14,10 | 19,50 
10 cem Autol. I) . 1280 | 10,82 22,00 | 34,95 
24 19,50 | a | 
dialys. Autol. II 1 2,32 1,39 3,09 3,99 
(25 cem entspr. 4 6,65 5,25 10,23 | 14,55 
20 cem Autol. II) 8 10,40 8.95 17,25 | 28,05 
24 17,50 | 15,05 . | ~—< 
Autolysat I 1 2,40 4,25 215 | 3,40 
(10 cem) 4 8,01 12,05 890 | 14,00 
s 10,20 16,15 15,70 27,40 
24 13,80 18,50 , se 
Autolysat II 1 2,10 2,73 2,36 | 3,18 
(20 cem) + 5,95 8,30 7,29 12,10 
g 8,90 10,50 13,50 | 20,75 
24 11,60 14,30 in | 
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zuriickzufiihren ist, daB die Autolysate an und fiir sich — wenn 
auch nur kleine Mengen — Mg enthalten. Worin aber der tiefere 
Grund fiir das so verschiedenartige Verhalten von Phospho- 
esterase und Phosphoesterase + Aktivator besteht, ist heute 
noch nicht ersichtlich. 

Fiir die bei schwach saurer Reaktion wirksame Phospho- 
esterase gelten hinsichtlich ihrer ps-Abhingigkeit keine so ver- 
wickelten Beziehungen wie fiir die Phosphoesterase vom Wirkungs- 
optimum p,, = 9,5. Weder der Reinheitsgrad (Autolysat bzw. 
Dialysat) noch der Zusatz von Magnesiumchlorid hat auf die 
Hoéhe des absoluten Umsatzes bei variierter Substratkonzentration 
einen EKinfluB. Die in Tab. 13 zusammengestellten Versuche 
zeigen, da der absolute Umsatz in 1°/,igen Substratlésungen 
gréBer ist als der in 0,2°/,igen. Die Versuche der Tab. 13 sind 
auch unter Zusatz von 0,5 g MgCl,-6H,O ausgefiihrt worden: 
ein Kinflub auf die Umsatzgeschwindigkeit ist in keinem Falle 
beobachtet worden. 

Tabelle 13. 


Vergleich der Esterspaltung durch Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum 
Py = 5,5 bei verschiedener Substratkonzentration. 
(Die Vers.-Ans. enth. 10 cem Citratpuffer p,; = 5; ¢ = 30°) 




















Reakt. | mg P,O, bei einer Substrat- 
Vers.-Nr. Enzymlésung Zeit konzentration von 
| (Stdn.) 0,10 g: 50 ccm | 0,50 g : 50 ccm 
la Autolysat II *, 0,92 | 2,64 
b (20 ccm) 3 2,95 11,10 
c 6 4,87 | 19,10 
d 24 12,72 | 53,30 
2a dialysiertes Autol. II 3/, 1,59 | 5,10 
b (25 cem. entspr. 20 cem 3 5,00 15,53 
c Autol. IT) 6 8,22 | 25,80 
d 24 18,33 | 62,85 











5. Bestimmungsmethode und Ma&e. Die Hydrolyse des Natrium- 
glycerophosphats durch die beiden Phosphoesterasen bei 30° wird 
bei p,, = 9 und p,, = 5,5 gemessen. Bei diesen Wasserstoffionen- 
konzentrationen entfalten die beiden Enzyme annihernd ihre 
optimale Wirksamkeit. Es ist nicht zweckmiBig, die Spaltung 
bei einem héheren p,, als 9 durchzufiihren, da in diesem Falle 
stiirkere Schiidigungen des Enzyms unvermeidbar wiren. 

Ausfiihrung: Von reinem C,H,(OH),OPO(ONa), -3H,O werden 


” 
a 


1,0 g oder die dieser Menge entsprechende Liésung im 100 ccm 
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MeBkolben mit Wasser und 20 com Ammoniak—Ammonchlorid- 
puffer (1, Tl. 2,5 n-NH, + 1 Tl. 2,5 n-NH,Cl) bzw. 20 ccm Citrat- 
Puffergemisch (14 ccm 1m-Dinatriumcitratlésung + 6 com 1n- 
Natronlauge) versetzt und die Mischung auf 30° erwirmt. 
Nach Zugabe der Enzymlésung und Ergiinzung des Reaktions- 
gemisches auf 100 ccm mit auf 30° vorgewirmtem Wasser ent- 
nehmen wir dem fertigen Verseifungsgemisch zum Zwecke der 
Analyse zu Anfang und nach den vorgesehenen Versuchszeiten 
je 10 ccm. In den meisten Fallen lassen sich die Messungen 
auch in reduzierten Ansitzen durchfiihren. 

Nach dem Vorbild der Esterase-Mengenbestimmung?) definieren 
wir als eine Phosphoesterase-EHinheit diejenige Enzymmenge, 
die in ?/, des Versuchsansatzes, niimlich in 20 ccm, enthalten ist 
und die unter den angegebenen Bedingungen in 60 Minuten 
2.5°/,*) des Glycerophosphats spaltet. 

Die Bestimmung der enzymatischen Wirksamkeit und der 
Vergleich der Enzymmengen bietet bei den Phosphoesterasen 
der Leber gréBere Schwierigkeiten als bei der Esterase dieses 
Organs. Wahrend bei der Esterase Anderungen der enzyma- 
tischen Aktivitiat, selbst bei der Uberfiihrung vom protoplasmatisch 
gebundenen Zustand in den léslichen, nicht vorkommen’), 
scheint nach den bereits bisher vorliegenden Beobachtungen 
(Abschnitt 4) die Analyse der Phosphoesterasenwirksamkeit 
hiufig und nicht unwesentlich gestért zu sein. Man bestimmt 
deshalb nur scheinbare Enzymmengen. Analog der schein- 
baren Butyraseeinheit von Magenlipase, B.-[e], nach R. Will- 
stitter, F. Haurowitz und F.Memmen‘), der scheinbaren 
Trypsinmenge, T.-[e], nach R. Willstiitter und H. Persiel') 
und der scheinbaren Maltaseeinheit, M.-[e], nach R. Willstitter 
ud EK. Bamann®) soll die EKinheit der Phosphoesterase vom 
Wirkungsoptimum p, = etwa 9 mit Ph.E.-[e], und diejenige der 
Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum p,, = 5,5 mit Ph.E.-[e], . 
bezeichnet werden. Der Ausdruck Ph.E.-[e], ist zweckmaBig 





') R. Willstitter u. F. Memmen, Diese Z. 133, 229 (1924); ebenso 
wie H. Kraut u. H. Rubenbauer [Diese Z. 173, 103 (1928)] fiihren wir 
die Bestimmung der Leberesterase ohne Zusatz von Glycerin und Aus- 
gleichungsaktivatoren aus. 

*) Der ,,Esterase‘‘-Einheit (E.-E.) ist allerdings die 25°/,ige Spaltung 
von Methylbutyrat zugrunde gelegt. 

*) E.Bamann, J.N. Mukherjee u. L. Vogel, Diese Z. 229, 15 (1934). 

*) Diese Z. 140, 203 (1924). 5) Diese Z. 142, 245 (1925). 

*) Diese Z. 161, 242 (1926). 
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noch durch die Angabe, ob die Bestimmung der Wirksamkeit 
mit oder ohne Zusatz von 0,5 g MgCl,-6H,O ausgefiihrt wurde. 
zu ergiinzen; die Bezeichnungen: [e]+, [e]; bringen dies zum 
Ausdruck. 

Legt man diese quantitativen Auswertungen der enzymatischey 
Wirksamkeit unserer Enzymlésungen zugrunde, so ergeben sich 
beispielsweise fiir eine Enzymlésung, die durch 3 tigige Autolyse 
bei 30° aus Leber (1 Tl. Leber + 2 Tl. Wasser) nach Abtrennung 
des Riickstandes in der Zentrifuge und Filtration tiber Kieseloy 
gewonnen war und bei dem Versuch 6 der Tab. 8 Anwendung 
fand, folgende Einheiten in 10 ccm: | 

0,9 Ph.K.-[e]>; 1,2 PhE.-[e]*+; 1,8 Ph.E-[e].; 16,1 E-E. 


a 
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Fig. 11. Umsatzkurven zur Ableitung der Enzymeinheiten. 
Kurve I: Ph.E.-[e] Kurve If: Ph.E.-[e] + Kurve 1II: Ph.E.-[e]_ . 


Kine zweite auf gleiche Weise gewonnene, aber nech der 
Dialyse unterworfene Enzymlésung, angewandt in dem Versuche 9 
der Tab. 8, weist (in 11 ccm) nachstehende Einheiten auf: 

1,4 Ph.E.-[e],; 3,8 Ph.H.-[e]+; 2,4 Ph.E-[e],.; 21,4 E-E, 
und in 10 ccm einer mit n/40-Ammoniak aus Aceton—Trocken- 
leber durch 1/, stiindiges Ausziehen gewonnenen Liésung (1 + 20) 
stellten wir folgendes Verhiltnis der Esterase- und Phospho- 
esterase-Mengen fest: 

0,07 Ph.E.-[e];; 2,2 Ph.E.-[e]*; 0,8 Ph.E.-[e},,.; 45,5 H.-H. 


Fir die Férderung dieser Untersuchung driicken wir der 
Vereinigung von Freunden der Technischen Hochschule 
Stuttgart unseren herzlichsten Dank aus. 
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Uber die Natur der Phosphatide der Milz 
bei der Niemann-Pickschen Krankheit. 
(10. Mitteilung iiber Phosphatide’).] 


Von 


E. Klenk. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. August 1934.) 


Wiahrend die Gauchermilz nach den Untersuchungen von 
Lieb*) gekennzeichnet ist durch eine starke Anreicherung des 
Cerebrosids Kerasin, ist die nach Niemann-Pick benannte 
andere Art von Speicherzellwucherung der Milz charakterisiert 
durch eine auffallende Anreicherung von Phosphatiden. Der hohe 
Phosphatidgehalt solcher pathologisch veriinderter Milzen wurde 
erstmals von Siegmund_’) festgestellt, der allerdings seinen Fall 
noch als Splenomegalie, Typus Gaucher angesprochen hat. Die 
Befunde von Siegmund wurden in der Folge wiederholt bestitigt 
‘Brahn und Pick‘); Epstein und Lorenz’); Sobotka, Glick, 
teiner und Tuchman‘)|. In ihren etwas eingehenderen 
Untersuchungen kamen Epstein und Lorenz zu dem Schluf, 
daB es sich um eine starke Anreicherung von ,,itherléslichem 
Lecithin und vermutlich iiberdies von bisher nicht differenzierten 
‘itherunléslichen, aber alkoholléslichen Phosphatiden“ handelt. 

Vor kurzem hatte ich ebenfalls Gelegenheit, einen derartigen 
Fall zu untersuchen*), Es lieB sich ohne allzugrobe Schwierig- 
keiten reines Sphingomyelin isolieren. Die Menge dieses in der 
Niemann-Pick-Milz vorhandenen Phosphatids war sehr be- 
deutend, Aus dem 430g schweren Organ (53,7 g Trockensubstanz) 
wurden 12,6 g Rohsphingomyelin und 7 g der reinen Substanz 
erhalten. Die Menge der itherléslichen Phosphatide (Lecithin 


*) Die Niemann-Pick-Milz stammt von einem 2 Jahre alten Knaben 
(S..N, 223,34, Pathologisches Institut Basel) und wurde mir zusammen mit 
anderen Organen desselben Falles von Herrn Prof. Gerlach, Basel zur 
chemischen Untersuchung iibergeben. 

') 9. Mitteilung, Diese Z. 226, 213 (1934). 

”) Diese Z. 140, 305 (1924); 170, 60 (1927); Lieb u. Mladenovié, 
Diese Z. 181, 209 (1929). 8) Verh. dtsch. path. Ges. 18. Tag., S. 69 (1921). 

*) Klin. Wschr. 1927, 2367. °) Diese Z. 192, 145 (1930); 211, 217 (1932). 

*) Biochemie. J. 27, 2031 (1933). 
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und Kephalin) betrug nur 4,6 g. Demnach bestand der Haupttejj 
der Gesamtphosphatide aus Sphingomyelin. Da nun, soweit bjs 
jetzt bekannt, normalerweise in allen Organen mit Ausnahme des 
Nervengewebes die Menge des Sphingomyelins sehr klein jg 
gegeniiber dem Gehalt an den atherlislichen Phosphatiden ([,. 
cithin und Kephalin), so kann kaum ein Zweifel bestehen, da 
die betriichtliche Zunahme der Gesamtphosphatide in der Nie. 
mann-Pick-Muilz in erster Linie auf eine sehr starke Anreiche- 
rung von Sphingomyelin zuriickzufiihren ist. 

Das bei der Spaltung des Phosphatids auftretende Fettsiiure- 
gemisch bestand aus Lignocerinsiiure, sowie wahrscheinlich aus 
Palmitin-, Stearin- und Nervonsiiure. In dem isolierten Sphingo- 
myelinpraparat diirfte also ein Gemisch von Lignoceryl-, Nervonyl., 
Stearyl- und Palmityl-sphingomyelin vorgelegen haben. 

Wenn, wie allgemein anerkannt wird, die Speicherwucher- 
zellen bei der Gaucherkrankheit das Cerebrosid Kerasin enthalten, 
so wird man nach den vorliegenden Beobachtungen mit Recht 
annehmen diirfen, daB bei der Niemann-Pickschen Krankheit 
ihr Inhalt vor allem aus den, den Cerebrosiden so nahe ver- 
wandten Sphingomyelinen besteht. 


Das Gewicht der Milz betrug 430 g (normal 34 g). Das 
frische Organ wurde in kleine Stiicke geschnitten und in Aceton 
unter LuftausschluB aufbewahrt*). Die Aufarbeitung erfolgte 
einige Monate spiter. Die Gewebsstiicke wurden durch eiue 
Fleischhackmaschine getrieben und das Material im Soxhletapparat 
zunichst mit Aceton, dann mit Ather extrahiert. Sowohl aus den 
Aceton- als auch aus den Atherextrakten wurde Sphingomyelin 
erhalten. Es schied sich aus der Acetonlisung schon wiihrend 
der Extraktion, aus der Atherlésung nach lingerem Stehen bei 
0° ab. Die abgetrennten Niederschliige wurden nochmals in Ather 
suspendiert, wieder abzentrifugiert und dann vereinigt. Die Menge 
betrug 2,85 g (a). 

Die itherischen Lisungen wurden mit dem Hauptteil (Atherextrakt) 
vereinigt und aus der stark eingeengten Lisung die Gruppe der iither- 


léslichen Phosphatide (Lecithin und Kephalin) mit Aceton gefallt. Lin 
weiterer, kleinerer Teil dieser Phosphatide war in dem Aufbewahrungs- 





*) Das Trocknen des frischen Organbreies im Luftstrom, wie es vou 
Epstein und Lorenz empfohlen wurde, sollte wegen der damit verbun- 
denen Oxydation der sauerstoffempfindlichen itherléslichen Phosphatide 
vermieden werden. 
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qaceton und in dem gelésten Teil des Acetonextraktes enthalten. Um sie 
daraus zu gewinnen, wurde das Aceton abdestilliert und die aus der zuriick- 
ebliebenen wiBrigen Fliissigkeit sich abscheidenden fettartigen Substanzen 
in Ather aufgenommen. Aus der stark eingeengten itherischen Lésung 
fillte man schlieBlich die Phosphatide mit Aceton aus. Die Gesamtmenge 
der iitherléslichen Phosphatide (Lecithin und Kephalin) betrug 4,63 g. Die 
nach Ausfillung der Phosphatide mit Aceton verbliebenen Lésungen, 
welche neben kleineren Mengen von nicht gefillten Phosphatiden vor allem 
das Cholesterin und seine Ester, sowie das etwa vorhandene Neutralfett 
enthalten muBten, hinterlieBen nach dem Abdampfen des Lésungsmittels 


344 g¢ Riickstand. 

Das noch den Hauptteil des Sphingomyelins enthaltende, 
mit Ather extrahierte und getrocknete Gewebspulver wurde mit 
etwa 8300 com eines Gemischs von Methylalkohol und Chloro- 
form (3:1) ausgekocht und heiB filtriert. Aus der stark einge- 
engten Liésung wurden durch Fillung mit Aceton 7,8 g eines 
festen, noch etwas gelb gefiarbten Phosphatides (b) mit den Kigen- 
schaften des Sphingomyelins erhalten. Die anschlieBende Ex- 
traktion des Gewebsriickstandes mit Chloroform—Methylalkohol 
im Soxhletapparat fiihrte auf demselben Wege wie oben zu 
weiteren 1,9 g eines unreineren starker gefirbten Rohsphingo- 
myelins (C). 

Da die Menge des nach der Chloroformmethylalkoholextraktion ver- 
bleibenden Gewebsriickstandes 31,3 g und die Menge des aus den Mutter- 


laugen der Sphingomyelinfillungen b und c gewonnenen Riickstandes 1,8 g 
betrug, so ergibt sich fiir die verarbeitete Milz ein Trockenriickstand von 


53,7 g (2,85 g + 4,63 ¢g + 3,44e4+7,8¢+4+ 1,9 g + 31,3 g + 1,8 g). 

Zur weiteren Reinigung wurden die Sphingomyelinpriparate a 
und b in dem etwa 10 fachen Volumen heiben Methylalkohols 
gelist und die Lésung mit einer kleinen Menge einer konzentrierten 
Lisung von Cadmiumacetat versetzt, wobei eine dem Sphingo- 
myelin beigemengte Verunreinigung ausfiel. Aus der heif filtrierten 
Lisung (HeiBwassertrichter) entfernte man das iiberschiissige Cad- 
mium durch EKinleiten von Schwefelwasserstoff. Nach Abtrennung 
des ausgefallenen Cadmiumsulfids (HeiBwassertrichter) wurde der 
Methylalkohol.im Vakuum abgedampft und das zuriickgebliebene 
Sphingomyelin aus Essigester umkrystallisiert. Die Substanz wurde 
nun in heiBem Wasser emulgiert, sodann wieder durch Zugabe 
von Aceton gefillt und die im Exsiccator getrocknete Substanz 
aus Pyridin umkrystallisiert*), Aus a und b wurden insgesamt 
1,04 g des so gereinigten Sphingomyelins erhalten. 


*) Ohne die vorangehende Behandlung mit Wasser war das Um- 
krystallisieren aus Pyridin nicht méglich. 
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Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum iiber P.O, jj 
80—90° getrocknet. 

4,970 mg Subst. (aus b): 12,110 mg CO,, 5,250 mg H,0*). — 99 49 
(19,57) mg Subst.: 5,85 (5,03) eem n/100-Siiure (Mikrokjeldah] nach Preg]), — 
40,77 mg Subst.: 0,1437 g Wiigekérper (Mikro-P-Bestimmung nach Emb dey) 

Lignoceryl-sphingomyelin C,,H,,N,PO, 

Ber. C 67,72 H 11,72 N36 P 8,73. 
Nervonyl-sphingomyelin C,,H,;N,PO, 

Ber. C 67,88 H 11,53 N 3,37 P 3,74. 
Stearyl-sphingomyelin C,,H,,N,PO, 

Ber. C 65,71 H 11,44 N 3,74 P 4,15. 
Palmityl-sphingomyelin C,,H,,N,PO, 
Ber. C 64,96 H 11,19 N 3,86 P 4,31 
Gef. ,, 66,5 11,8 » 3,66, 3,60 ,, 3,95. 

0,2512 g Subst. zu 5 ecem in Chloroform-Methylalkohol (1:1) gelégt, 
Drehung im 2 dm-Rohr + 0,93° 

[o]21° = + 9,269 

Die in der Literatur fiir Sphingomyeline verschiedener Herkunft an. 
gegebenen Werte schwanken betriichtlich (zwischen + 5° und + 8°). Fiir 
das Gehirnsphingomyelin von Merz') bestimmte ich unter denselben Be- 
dingungen wie oben den Wert [a]?!° = + 4,12° Es ergab sich hier also 
eine aihnliche Differenz in den Werten der spezifischen Drehung wie bei den 
Kerasinpriiparaten aus Gauchermilz bzw. aus Gehirn (vgl. dazu Klenk und 
Hirle?), 

Weife, gut pulverisierbare, hygroskopische Substanz. Die 
Léslichkeit entspricht der des Gehirnsphingomyelins. Wie dieses 
bildet sie mit Wasser eine triibe Emulsion. Sie krystallisiert aus 
Pyridin in Sphirolythen, die im polarisierten Licht das woll 
ausgebildete schwarze Kreuz zeigen. Bei der Gipsplattenprobe 
nach Rosenheim erscheinen die beiden Quadranten, deren 
Diagonale der a-Achse des Gipsplittchens parallel verliuft, blau, 
die beiden anderen gelb. Die Krystalle sind wesentlich kleiner, 
als bei der entsprechenden Probe mit Cerebrosiden, so dab eine 
stirkere VergréBerung notwendig ist. Das Gehirnsphingomyelin 
zeigt bei dieser Gipsplattenprobe genau das gleiche Verhalten. 
Schmelzpunkt etwa 215” unter Braunfirbung. Die Substanz be- 
ginnt aber schon zwischen 100 und 150° zu sintern (Ubergang 
in den fliissig-krystallinen Zustand). Die Molischsche Probe ist 
negativ. Da die Probe bereits auch bei den Rohprodukten negativ 
ausfiel, so diirften im Gegensatz zu den Angaben von Sobotka, 
Glick, Reiner und Tuchman und in Ubereinstimmung mit den 
von Epstein und Lorenz Cerebroside in nennenswerten Menge 


nicht vorhanden sein. 





*) Wegen des P-Gehalts mit CuO und KCIO, gemischt verbrannt. 
1) Diese Z. 193, 59 (1930). 2) Diese Z. 189, 243 (1930). 
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Spaltung. Die Spaltung erfolgte mit etwa 6°/,iger methyl- 
alkoholischer Salzsiure durch 5stiindiges Erhitzen auf 100° (sieden- 
des Wasserbad) im zugeschmolzenen Rohr. 

Fettsiuren. Der beim Abkiihlen der Liésung auf Zimmer- 
temperatur auskrystallisierende Lignocerinsiiure-methylester (Kster- 
fraktion A) wurde abfiltriert und der in Lésung verbliebene Teil 
jer Ester mit Petrolither ausgeschiittelt (HMsterfraktion B). Aus 
1,0 ¢ bzw. 1,95 g Sphingomyelin wurden von A 0,099 g bzw. 0,15 g, 
yon B 0,303 g bzw. 0,637 g Ester erhalten. Die Gesamtmenge 
der gewonnenen Methylester betrug demnach in beiden Fiillen 
4)°/, (Ausbeute an Methylester ber. fiir Lignoceryl- und Nervonyl- 
sphingomyelin 45°/,, fiir Stearyl-sphingomyelin 39°/, und _ fiir 
Palmityl-sphingomyelin 38 °/,. 

Die beiden Ksterfraktionen A wurden mit einer entsprechen- 
den Fraktion, die bei einer weiteren Spaltung von 1,0 g Sphingo- 
myelin gewonnen worden war, vereinigt und aus Aceton um- 
krystallisiert. Schmelzp. 56—57°. Daraus freie Siure. Schmelz- 
punkt 78°, Aquiv.-Gew. 358/359 [0,0546 (0,0559)g Subst.: 1,525 
(1,558) cem n/10-alkoholische Lauge}. Die Siure (einschlieBlich 
des bei der Titration verbrauchten und wieder zuriickgewonnenen 
Teils) wurde nun wieder durch Kochen mit methylalkoholischer 
Schwefelsiure verestert und der Methylester wiederholt (4—5 mal) 
aus Methylalkohol umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt stieg dabei 
auf 57,5—58° an. Daraus freie Saiure, die aus Aceton umkrystalli- 
siert wurde. 0,09 g. Glanzende Blittchen. Schmelzp. 80,5—81 °. 

0,05425 g Subst.: 1,47 cem n/10-alkoholische Lauge. 

C,,H,,0, Aquiv.Gew. Ber. 368,4 Gef. 369. 

Die beiden vereinigten Esterfraktionen B wurden in einem 
kleinen Fraktionierungsapparat besonderer Konstruktion fraktioniert 
destilliert. 
































Methylester Freie Siiure a 

ae es Aquiv.-Gew. ber. 

__ | Menge g | Jodzahl Aquiv.-Gew. _ _ 
! 0,145 1,5 273 CigHs.0, 256,3 
2 0,186 | 8,5 274 C,,H,,0, 284,3 

3 0,186 | 17,0 295 

4 0,145 | 39,4 329 C,,H,,0, 366,4 
1 2 3 4 

Einwage, mg Substanz 16,9 13,5 11,9 11,6 

Verbrauch, cem n/10 Bromlésung 0,10 0,09 0,16 0,36 
Einwage, mg Substanz 50,5 51,4 49,8 48,8 


Verbrauch, eem n/10 alkoholischer Lauge 1,849 1,876 1,690 1,481 
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Die Methylester von allen 4 Fraktionen schmolzen unscharf 
bei etwa 20% Ebenso zeigten auch die freien Siuren keine 
wesentlichen Unterschiede im Schmelzpunkt (52—53°). In dey 
Fraktionen 1 und 2 dirfte im wesentlichen ein Gemisch yoy 
Palmitin- und Stearinsiure vorgelegen haben. In der Fraktioy 3 
und vor allem in 4 mute neben diesen gesittigten noch eine 
hodhermolekulare ungesiittigte Siiure anwesend sein. Wahrschein- 
lich handelte es sich um die auch im Gehirnsphingomyelin yor. 
kommende Nervonsiiure C,,H,,0,. 

Sphingosin. Bei einem Spaltungsversuch mit methylalko- 
holischer Schwefelsiure wurden aus 1,0 g Sphingomyelin nach 
einem friiher beschriebenen Verfahren [Klenk und Diebold} 
0,114 g Sphingosinsulfat erhalten. ; 

16,512 (16,965) mg Subst.: 4,51 (4,61) eem n/10 Siiure. 

(C,,Hs,NO,), - H,SO,. Ber. N 4,02 Gef. N 8,82/3,81. 

Die geringe Ausbeute an Sphingosinsulfat erklart sich offen- 
bar dadurch, dafi die mit dem Sphingosin veresterte Phosphor- 
siure sehr schwer und bei der beniitzten Spaltmethode deshalb 
nur unvollkommen abgespalten wird. 

Neben dem Sphingosin tritt abhnlich wie bei der Spaltung 
der Cerebroside in kleineren Mengen noch eine 2. Base auf. Sie 
wurde bei den Spaltungsversuchen mit methylalkoholischer Salz- 
siure aus der mit Petrolither ausgeschiittelten Lésung der Spalt- 
produkte durch Abdampfen des Lésungsmittels im Vakuum und 
Aufnehmen des Riickstands in Ather erhalten. Dabei blieb die 
Base als schén krystallisiertes Chlorid ungelést zuriick. Zur Ent- 


fernung von wasserléslichen Verunreinigungen wurde die Substanz j 


in Wasser suspendiert, abgesaugt und mit Wasser nachgewaschen. 
0,02 g aus 1 g Sphingomyelin. Nach Schmelzpunkt (141°) und 


anderen Kigenschaften hat die Substanz gréBte Ahnlichkeit mit dem | 


von Rosenheim?) aus Kerasin erhaltenen Chlorid C,,H,,NO, «HCl. 
3,944 mg Subst.: 9,38 mg CO,, 4,12 mg H,0. 


C,,Hs,NO,- HCl Ber. C 65,19 H 11,52 Gef. C 64,9 H 117.| 
C,3H,,NO, - HCl > vp ES Ms. 


Die Analyse stimmt besser auf die Formel C,,H,,NO, - HU. 


Es handelt sich demnach wohl um das Chlorid des Monomethy!- | 


sphingosins. 





1) Diese Z. 198, 25 (1931). *) Biochemie. J. 10, 157 (1916). 
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Die Gallensiure der Galle von Schlangen. 
Von 


Venancio Deulofeu. 





(Aus dem Instituto Bacteriolégico D. N. H., Buenos Aires, Argentinien.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. September 1934.) 


Okamura und Okamura!) verdanken wir eine Ubersicht 
iiber die Verteilung der verschiedenen Gallensiiuren in denjenigen 
Tieren, deren Galle untersucht worden war. Spiiter stellte Tanaka?) 
das Vorhandensein von Cholsiiure in der Liwengalle fest, wiihrend 
Brigl und Benedict*) beim Fischotter eine neue Siure, die 
Nutriadesoxycholsiiure fanden. Es ergibt sich also, dab die ver- 
schiedenen Tiere oft spezifische Gallensiuren besitzen, mit Aus- 
nahme der Fische, bei welchen man nur Cholsiiure isolieren konnte, 
und daB auch das Mengenverhiltnis, in dem sie zueinander sich 
finden, bei den verschiedenen Tierarten nicht immer das gleiche ist. 

2 Arten von Schlangen kommen in Argentinien hiiufig vor. 
Crotalus terrificus und Bothrops (Lachesis) alternata; wir hatten 
Gelegenheit, ihre Gallen zu untersuchen. Wir konnten als einzige 
Siure nur Cholsiiure abtrennen, alle Versuche, aus der Galle 
eine andere krystallisierte Siiure zu isolieren, schlugen fehl. Es 
besteht somit anscheinend eine Ahnlichkeit zwischen der Galle 
der Fische und derjenigen der beiden untersuchten Schlangen- 
arten. Obgleich die Art der Gallensaiuren nicht von der Nahrung 
der Tiere abhingt, sei doch erwiihnt, da die Schlangen Fleisch- 
lresser sind, und sich von kleinen Tieren, hauptsiichlich von 
Ratten und einer wilden Art Meerschweinchen erniihren. 

Bei beiden Schlangenarten konnten wir auch eine kleine 
Menge Cholesterin aus ihrer Galle isolieren. 


Versuchsteil. 
Cholsdure aus der Galle der Bothrops alternata. 
Nach verschiedenen Vorversuchen fanden wir das von Wieland‘) 
beschriebene Verfahren am besten geeignet. 
1 Liter Galle der Bothrops alternata wird mehrmals mit Ather und 
dann mit Petrolither extrahiert. Die vereinigten Extrakte dienen zur Chol- 


') Diese Z. 188, 11 (1930). ) Diese Z. 213, 199 (1932). 
®) Diese Z. 220, 106 (1933). 
*) In Gattermann-Wieland, Spanische Ausgabe, S. 395. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXXIX, 11 
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Von der extrahierten Galle werden die Mucine durch Hinzufiigung 
eines gleichen Volumens Alkohol niedergeschlagen. Im Filtrat wird de; 
Alkohol durch Verdampfung im Vakuum entfernt. Der Riickstand wirq 
auf 1000 cem gebracht, mit 100 g festem Natriumhydrat versetzt und 
18 Stunden lang am Riickflu’ gekocht. Nach gutem Kiihlen wird mi 
konzentrierter Salzsiiure kongosauer gemacht. Das ausgefallene Harz wird yj; 
viel Wasser gewaschen und getrocknet, bis es hart und pulverisierbar jst, 

Die Mutterlaugen des Harzes werden erneut mit Ather und Petro]. 
iither erschépft und die Extrakte der Lisung A hinzugefiigt. 

Das trockene und fein gemahlene Harz wog 90g; es wurde mit 
60 ecem absolutem Alkohol behandelt, indem man beides gut mischte und 
wihrend mehrerer Tage ruhig stehen lief. Die sich hierbei bildendey 
Krystalle wurden filtriert, gut mit absolutem Alkohol gewaschen und ge. 
trocknet. Ausbeute 48 g; es wurde aus Alkohol bis zum Schmelzp. 196 
bis 198° umkrystallisiert. Die Krystalle sind Tetraeder und _ enthalten 
Krystallalkohol. Mit reiner Cholsiiure gemischt, geben sie keine Depression 
des Schmelzpunktes. Myliussche Reaktion positiv. 

8,895 mg Subst.: 10,47 mg CO,, 3,64 mg H,0. 


C,,H,,0, (408) Ber. C 70,58 H 9,80 Gef. C 70,55 H 9,99. 
105 mg gebrauchen 2,6 cem n/10-NaOH. Aquivalent 403; Ber. 408. 
+ 0,55 x 20 
(a)p = Tk 24 x 2 = + 36,0°. 


Die alkoholische Mutterlauge der ersten Krystallisation wurde neutrali- 
siert, zur Trockne gebracht und der erhaltene Riickstand den verschiedenen 
fiir die Isolierung der Gallensiiuren empfohlenen Behandlungen unterworfen. 
Aber weder der Niederschlag mit Bariumchlorid, noch die Trennung mit 
Alkali des in Ather léslichen Teils, noch andere Versuche gaben andere 
Krystalle als eine weitere, sehr kleine Menge Cholsiure. 

Der in Alkali unlésliche, in Ather lisliche Teil wurde der Lisung A 
zugegeben. 

Cholesterin. Die vereinigten Atherausziige (Lésung A) wurden noch- 
mals mit Alkali sorgfiiltig extrahiert, die gereinigte Atherlésung verdampft 
und der Riickstand aus Alkohol umkrystallisiert. Wir erhielten 0,25 g 
Krystalle yom Sechmelzp. 146°, welche als Cholesterin identifiziert wurden 
(Mischschmelzpunkt, Farbreaktionen von Salkowski und Liebermann- 
Burchard). 

Cholsaure aus der Galle des Crotalus terrificus. Dasselbe Verfahren 
wurde bei 1000 cem Galle von Crotalus terrificus angewandt. Das erhaltene 
Rohprodukt wog 35g und die Cholsiiure der ersten Krystallisation 14 ¢. 

Schmelzp. 198% Mit reiner Siiure gemischt Schmelzpunkt unveriindert: 
Myliussche Reaktion positiv. 

3,985 mg Subst.: 10,07 mg CO,, 3,48 mg H,0. 

C,,H,,0, (408) Ber. C 70,58 H 9,80 Gef. C 70,50 H 9,92 

97mg gebrauchen 2,44 cem n/10-NaOH. Aquivalent 397; Ber. 408. 

bs 0,54 x 20 
"lp = “97472 x 2 


a 


- = + 36,6° 


Cholesterin. Es wurden 0,10g Cholesterin isoliert, welche in iibliche! 


Weise identifiziert wurden; Schmelzp. 146—147°. 
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Untersuchungen iiber pflanzliche Fortpflanzungszellen. IV. 


Beitrag zur Kenntnis der chemischen Bestandteile der Sporen 
von Aspidium filix mas. 
Von 
A. Kiesel und G. Sehipitzina. 
(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzen-Biochemie der Universitat Moskau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. September 1934.) 


Die vor mehreren Jahren ausgefiihrte Untersuchung der Farnsporen ') 
lieB einige Liicken frei, die jetzt bei Verarbeitung einer etwas gréBeren 
Menge von Sporen teilweise ausgefiillt wurden. 

Es wurden 176 gSporen verwendet, die nach Entfettung ein absolutes 
Trockengewicht von 120 g besaBen. Nach erschépfender Wasserextraktion 
wurden die Sporen, wie friiher, einer Hydrolyse mit 25°/,iger Schwefel- 
siure unterworfen, wobei etwa 28°/, der Trockensubstanz in Lésung gingen. 
Die Verarbeitung des Hydrolysats geschah im allgemeinen in der damals 
angegebenen Weise, wobei in der Histidinfraktion zum Abtrennen des hier 
speziell gesuchten ‘Thymins eine Phosphorwolframsiurefillung vorgenommen 
wurde. 

Die dabei nicht gefiillte Basenfraktion schied nach quantitativer Ent- 
fernung aller eingefiihrten Reagentien beim Kinengen zum diinnen Sirup 
eine geringe Menge kurzer, rosettenférmig angeordneter Niidelchen ab, die 
allem Anscheine nach Thymin vorstellten. Die Krystalle sublimierten bei 
vorsichtigem Erwiirmen, wobei das aus dendritisch zusammengefiigten, 
iuBerst typischen und leicht kenntlichen Krystallen bestehende Sublimat, 
gleich den anfinglichen Krystallen, die Reaktion mit Diazobenzolsulfon- 
siure gab. Zu einer Analyse langte leider die nach Umkrystallisieren 
erhaltene Menge nicht aus. 

Das Suchen nach Cytosin war weniger erfolgreich: die Menge der 
aus der Phosphorwolframsiurefillung der Histidinfraktion erhaltenen Pi- 
krate war so gering, daB eine Abtrennung selbst fiir eine Schmelzpunkts- 
bestimmung unméglich war. Die positive Reaktion nach Pauly konnte 
selbstverstiindlich zum Cytosinnachweis nicht ausgewertet werden. 

Das Auffinden des Thymins erlaubt die Vermutung zu iuBern, dab 
auch in den Farnsporen wohl Thymonucleinsiure oder wenigstens eine 
thyminhaltige Nucleinsiure am Aufbau des Zellkerns beteiligt ist’). 

Weiterhin gelang es, bei der Verarbeitung der Argininfraktion Arginin 
in sehr geringer Menge als Pikrat abzutrennen. Die Pikratmenge entsprach 
0.036 g freien Arginins. Schmelzpunkt des Pikrates 206”. 

Auch Lysin lieB sich diesmal als Pikrat mit dem Zersetzungsp. 252° 
nachweisen. Die Menge des Pikrates entsprach 0,034 g freier Base. 

'! A. Kiesel, Diese Z. 149, 231 (1925). 

*) Vgl. folgende Abhandlung. 
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Untersuchungen iiber Protoplasma. V. 
Uber die Nucleinsdure und die Nucleoproteide der Erbsenkeime. 


Von 


A. Kiesel und A. Belozersky. 


(Aus dem Laboratorium fir Pflanzen-Biochemie der Universitit Moskau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. September 19384.) 


Die Untersuchung der Nucleoproteide und ihrer beiden Kon. 
ponenten, der Nucleinsiiure und des mit ihr gepaarten Eiweib. 
stoffes, bietet ein ganz besonderes Interesse bei pflanzlichen Orga. 
nismen. LEinerseits ist hier diese Gruppe der fundamentalster 
Protoplasmabestandteile noch giinzlich unbekannt, andererseits 
zwangen aber die einzelnen Angaben iiber die sogenannte ,,pfianz- 
liche Nucleinsiiure eine vielleicht im allgemeinen ganz falsche 
Vorstellung tiber die Zusammensetzung des pflanzlichen Zell. 
kerns auf. 

Vor beinahe einem Vierteljahrhundert sprach A. Kossel in 
seinem Nobelvortrag!) die Meinung aus, daf ,,sich bei den Nuclei- 
siuren dieselbe Erscheinung wiederholt, die wir an den Protein. 
stoffen, den Fetten, den Gallensiiuren und vielen anderen bio- 
chemischen Produkten kennen: das Auftreten einer ganzen Reibe 
verschiedenartiger Stoffe, welche die gleiche architektonische Idee 
in vielfach variierender Ausfiihrung zeigen“. Dabei lieB A. Kossel 
nur die Frage offen, ob .,der Inosinsiiure und Guanylsiiure dieselbe 
groBe Bedeutung fiir das Leben der Zelle zuzuschreiben ist, «ie 
den komplizierteren Nucleinsiiuren zukommt“, und ,ob der Sitz 
der beiden letztgenannten Siuren im Chromatin des Zellkerns zu 
suchen ist“. Zu gleicher Zeit bestanden aber fiir A. Kossel 
keine Zweifel dariiber, daB die damals fiir Pflanzen einzig be 
kannte Nucleinsiiure, die sogenannte Hefenucleinsiiure, einen witk- 
lichen Zellkernbestandteil bildet, also die tierische Thymonuclein- 
siiure in Pflanzen vertritt und somit der letzteren ihrer Bedeutung 
und Lage nach gleichkommt, wenngleich sie auch ihrem physi- 
kalischen Verhalten nach von dieser stark abweicht und niemals 
als Nucleidkomponente experimentell erkannt worden war. 

Diese lange Zeit tief eingebiirgerte Vorstellung, niéimlich 
daB der pflanzlichen Kernsubstanz ein Nucleoproteid zugrunde 


1) Miinch. med. Wschr. 1911, Nr. 2. 
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jiegt, an dessen Aufbau eine besondere pflanzliche Nucleinsiure 
peteiligt ist, wurde hinfillig durch die spiiter auch an Pflanzen- 
0 bjekten vorgenommene F sulgensche Nucleolprobe’). Es wurden 
Zweifel an der friiher angenommenen Gleichwertigkeit der pflanz- 
lichen und _ ,,tierischen“ Nucleinsiiure wach, \da ebenso, wie fiir 
die Zellkerne tierischer Gewebe, die fiir die Thymonucleinsiiure 
charakteristische Reaktion auch fiir die Zellkerne einer sehr 
eroBen Anzahl pflanzlicher Objekte nachgewiesen werden konnte?). 
'  Dadurch trat eine neue Vorstellung iiber die ganz allgemeine 
Zusammensetzung tierischer und pflanzlicher Zellkerne in bezug 
auf Nucleinsiure in den Vordergrund, wobei die ganz hervor- 
ragende Fihigkeit zum Gelatinieren bei der Thymonucleinsiiure 
eine besondere Bedeutung bei dem als EntmischungsprozeB an- 
zusehenden®) Vorgang der Zellkerndifferenzierung im Laufe der 
phylogenetischen Zellenentwicklung haben muBte. Bei dieser Sach- 


' lage muBte die friiher als pflanzliche bezeichnete pentosehaltige, 


nicht gelatinierende Nucleinsiiure, die bisher nur aus Hefezellen 
und Weizenkeimen dargestellt wurde, als Kernbestandteil zuriick- 
treten und nur die Rolle eines anuclealen Zellenbestandteiles be- 
wahren, der méglicherweise in freiem, nicht an Eiwei8B gebundenem 
Zustande, also nicht als Nucleoproteidkomponente in der Zelle 
vorhanden ist #4), 

Der Austfall der friiheren Vorstellung fiihrte, wie es so oft 
vorkommt, zu einer noch wenig gesicherten anderen, denn die 
positive Feulgensche Reaktion kann noch lange nicht als End- 
beweis des Vorhandenseins von Thymonucleinsiure in den Kernen 
der Pflanzenzellen gelten, wo einerseits ein 6fteres Fehlen der 
Reaktion®), und zwar in den verschiedensten Fiillen, konstatiert 
wurde, andererseits aber ein direkter Nachweis von isanennedaie: 
siure noch fehlte. Somit konnte sich die entsprechende Deutung 
der Nuclealreaktion, die doch nur eine nach Vorbehandlung 
—— Aldehydreaktion ist, fiir Pflanzenobjekte noch als 


) R. Pinihewint, H. Rossenbeck, Diese Z. 155, 203 (1924); R. Feul- 

gen, eel und Physiologie der Nucleinstoffe 1923. 

*) F. Boas u. O. Biechele, Biochem. Z. 251, 467 (1932); E. Rochlin, 
Bull. de l’Acad d. se. de l’URSS, Classe d. se. mat. et nat. Nr. 6, 855 (1933); 
Petter, C. r. Acad. Sci. 197, 88 (1933); vgl. auch K. Voit, Z. exper. Med. 47, 
133 (1925); 55, 564 (1927). 

*) A. Kiesel, Chemie d. Protoplasmas, Borntriiger 1930, S. 66 u. 
239—236. 

‘) A. Kiesel, a.a. O. S. 210 u. 226; vgl. auch R. Feulgen, a. a. O. 

*) F. Boas u. O. Biechele, a. a. O. 


162 A. Kiesel und A. Belozersky, 


-~ 


verfriiht und voreilig erweisen. Eine detaillierte genauere Unter. 
suchung unter Innehaltung der iiblichen chemischen Identifikationgs. 
regel erschien deshalb fiir Pflanzenobjekte durchaus notwendig 

Vorliegende Arbeit hatte zum Ziele, einen Beitrag in de 
angegebenen Richtung zu geben, wobei bei der groBen Schwierie. 
keit, sich fiir die Darstellung der Thymonucleinsiure geniigend 
Mengen eines entsprechenden Materials zu beschaffen, der Nach. 
weis durch die Spaltungsprodukte dieser Nucleinsiure gefiihy 
werden sollte; dazu sollten vorher die an sich schon ein grofe 
Interesse bietenden Nucleoproteide aus dem Material erhaltey 
werden. Gleichzeitig sollte durch Untersuchung der Spaltungs. 
produkte ihrer KiweiBkomponente Einblick in die Eigenschatten 
letzterer erhalten werden. 

Bisher wurde, die Hefe- und Triticonucleinsiiure ungerechnet, die 
Untersuchung von Nucleinsiiuren in Pflanzen nur in einzelnen Fiillen 
einigermaBen erfolgreich durchgefiihrt. Als erstes Objekt dienten gerade 
kernlose ‘Tuberkelbakterien'), deren Tuberkulinsiure sich thyminhaltig er. 
wies, jedoch deutlich verschieden von der iiblichen Thymonucleinsiiure war, 
da sie duBerst leicht ein guaninhaltiges Nucleotid abspaltete, und, wie es 
sich weiterhin erwies’), in sehr kleiner Menge neben Cytosin eine bis dahin 
unbekannte Pyrimidinbase, das 5-Methyleytosin, bei Siurespaltung lieferte. 
Bald darauf wurde Thymin neben Cytosin und den iiblichen Nucleinbasen 
bei der Hydrolyse von Nucleoproteiden des Schleimpilzes Fuligo varians 
gefunden*). In neuerer Zeit berichtete S. Tonzig iiber mehrfachen Thymin- 
und Cytosinnachweis in Pflanzenmaterial‘). Die Beweiskriftigkeit letzterer 
Angaben ist jedoch nur gering, da ihnen nur Stickstoffbestimmungen ohne 
Identifikation zugrunde lagen. 

Die im experimentellen Teil niher beschriebenen Versuche 
ergaben, daB in Erbsenkeimen zwei durch verschiedenen Amino- 
siuregehalt voneinander unterscheidbare Nucleoproteide enthalten 
sind, die sich auch in bezug auf Léslichkeit ungleich verhalten. 
Das eine Proteid war wasser-, das andere alkaliléslich. Ob in 
den erhaltenen Priiparaten wirklich einheitliche Kérper vorlagen, 
kann mit nétiger Sicherheit nicht entschieden werden, wie ¢: 
freilich immer auch bei friiher untersuchten Nucleoproteiden aus 
tierischen Geweben der Fall war. Da die Nucleoproteide ohne 
vorausgehende Zellkernabtrennung erhalten wurden, kann iiber 
die lokale Verteilung in der Zelle nichts ausgesagt werden. Nur 





') T. B. Johnson and Brown, J. of biol. Chem. 54, 731 (1922); 5/, 
199 (1923). 

*) T. B. Johnson and R. Coghill, J. Amer. Chem. Soe. 47, 2838 (1925). 

*) W. Lepeschkin, Biochem. Z. 171, 126 (1926); A. Kiesel, Diese Z. 
167, 141 (1927). 

*) Ann. di Bot. 20, 1 (1938). 
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aus Analogiegriinden kann der Zellkern als ihre Darstellungs- 
quelle angesehen werden. Endlich muBte noch die Frage offen 
bleiben, ob in den Praparaten nicht Kunstprodukte vorlagen, die 
durch Zusammentreffen von Nucleinsiiure oder sauren eiweiBarmen 
Nucleoproteiden mit Kiweifstoflen anderer Herkunft entstanden 
waren. Mit anderen Worten miissen wir ebenso, wie bei den bis- 
her aus verschiedenem Material dargestellten Nucleoproteiden 
Fehlerquellen zulassen, die scheinbar unumgiinglich sind. Als 
Hauptresultat bleibt dabei die Charakterisierung der Nucleinsiure 
iibrig, die wir auf Grund der Untersuchung ihrer Spaltungsprodukte 
sehen, ohne dabei die vollige Ubereinstimmung mit der tierischen 
Thymonucleinsiiure in allen Kinzelheiten als nachgewiesen zu be- 
trachten. Die allgemeine Vorstellung von A. Kossel iiber die 
Variabilitit der den Zellkern aufbauenden Nucleinsiiuren bleibt in 
gewissen Schranken bestehen. Die in den Erbsenkeimen vor- 
handene Nucleinsiiure kann, bei der Ahnlichkeit mit der Thymo- 
nucleinsiure in bezug auf ihre Spaltungsprodukte, doch ihre be- 
sonderen Kigenschaften haben und deshalb von der 'Thymonuclein- 
siure verschieden sein. 

Was den EiweiBpaarling betrifft, so wiire zu betonen, daB 
keine Anzeichen vorhanden waren, die uns dazu bringen konnten, 
im Paarling einen basischen, protamin- oder histonaihnlichen 
Kiwei®kérper zu erkennen. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung und Eigenschaften der Nucleoproteide. Die als 
Objekt zur Darstellung von Nucleoproteiden gewihiten Erbsenkeime wurden 
nach vorangehendem schwachen Aufweichen der Samen in Wasser von 
den Samenlappen abgetrennt und dann wieder bei Zimmertemperatur ge- 
trocknet. Selbstverstiindlich muBte dabei unvermeidlich eine gewisse Fer- 
mentwirkung im angefeuchteten Material stattgefunden haben. Vielleicht 
war diese Fermentwirkung auch von Bedeutung beim spiiteren Abtrennen 
der Proteide. Jedenfalls konnte aber die Fermentwirkung nur schwach ge- 
wesen sein: es waren keine Anzeichen einer Mobilisation yon Reserve- und 
Konstitutionsstoffen zu bemerken. Trotzdem muf das Benetzen des Materials, 
als ein Hilfsverfahren, gewissen Kinwiinden ausgesetzt werden, wenn diese 
auch ihrer Bedeutung nach bei den erhaltenen Ergebnissen der Untersuchung 
nicht zu iiberschitzen sind. Im ganzen wurden 95 g fein gemahlenen und 
entfetteten Materials zusammengebracht ’). 

Das Material wurde zuerst wiederholt und erschépfend mit kaltem 
Wasser extrahiert, wobei bedeutende EiweiBmengen in Lésung gingen. 
Die wiBrigen Extrakte wurden klar filtriert und durch Dialyse in Kollo- 
diumsiickchen von mitaufgelésten diffusionsfihigen Stoffen befreit. Die 


Se 


1) Der Fettgehalt der Erbsenkeime bildete etwa 5°/,. 
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eiweiBhaltige Liésung blieb véllig klar und triibte sich auch beim Aufkochey 
nicht. Erst nach Ansiuern mit Essigsiiure schied sich in reichlicher Meng, 
Eiwei8 als weiBer flockiger Niederschlag ab. Nach Auswaschen mit Wasser 
Alkohol und Ather wurde der ey lag im Vakuum iiber Schwefelsiur, 
getrocknet. Sein Gewicht betrug 7 

Nach Trocknen bei 105° Bhtie die Analyse 16,3°/, Stickstoff und 
1,66°/, Phosphor. Der Phosphorgehalt gehérte der EiweiBsubstanz an, da 
weder Lipoid- noch anorganischer Phosphor nachgewiesen werden kounnte, 

Das mit Wasser erschépfend extrahierte Material wurde gleich darauf 
ohne Trocknen mit 0,2°/, iger Natronlauge extrahiert, wobei von neuem Eivwei{ 
in Lésung ging und durch Ansiiuern zur Abscheidung gebracht wurde. 

Der mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschene und im Vakuum, 
dann bei 105° getrocknete weiBe Niederschlag, dessen Gewicht 2,5 g¢ war, 
enthielt 17,53°/, Stickstoff und 1,80°/, Phosphor, der durchweg dem Eiweib. 
priparat angehdrte. 

Beide Priparate gaben die iiblichen KiweiBreaktionen. Die Molisch. 
Reaktion zeichnete sich durch Stiirke aus. Nebenbei fiel die Nuclealreaktion 
nach Feulgen in beiden Fallen in typischer Weise positiv aus. Die Re. 
sultate der Analysen und der qualitativen Reaktionen lieben demnach ver. 
muten, daB die abgetrennten Substanzen Nucleoproteide mit einem der 
Thymonucleinsiiure nahestehenden oder mit ihr identischen Nucleinsiiure- 
paarling vorstellten. Dieses muBte durch niihere Untersuchung der Spal- 
tungsprodukte endgiiltig entschieden werden. Selbstverstiindlich konnte 
dadurch die Frage tiber die vollstindige Kinheitlichkeit der Priparate, bv. 
iiber das Fehlen einer Beimengung anderer Eiweibstoffe nicht entschieden 
werden. Leider ist dies aber immer der Fall, wenn mit Nucleoproteiden ge- 
arbeitet wird. Der relativ hohe Phosphorgehalt steht aber keinenfalls 
dem Phosphorgehalt der meisten bis jetzt dargestellten Nucleoproteide nach. 

Hydrolyse der Nucleoproteide. Fiir die Hydrolysen, die durch 
24 stiindiges schwaches Kochen der Priiparate mit 25 Gewichts-°/, iger 
Schwefelsiiure durchgeftihrt wurden, verwendeten wir 2,26 g wasserldsliche 
und 1,82 g alkalilésliche Nucleoproteide. Nach iiblichem Entfernen der 
Schwefelsiiure und der Huminstoffe durch Baryt und Vertreiben des 
Ammoniaks durch Einengen mit Bariumearbonat wurden die Purinbasen 
in schwefelsaurer Lisung durch Eintragen von feuchtem Silberoxyd aus- 
gefillt und durch Digerieren mit Salzsiiure aus dem erhaltenen Nieder- 
schlag wieder freigelegt. Die Trennung der Purinbasen voneinander ge- 
schah in gewohnter Weise’), wobei erwartungsgemiB Guanin und Adenin 
nachgewiesen werden konnten. 














Wasserlosliches Nucleoproteid - Alkalilésliches Nacleoproted 
‘Smp. der | Smp. der 
g ”, | Pikrate g "le | Pikrate 
0 0 
pa See Sa | A a — NS —— Seas = = - — 
Guanin | 0,0216 0.95 | 189 0,0114 | 0,62 | 188—190 
Adenin | 0,0226 1,00 279 0,0084 | 0,46 | 280 








') Hoppe-Seyler-Thierfelder, Physiol. u. pathol.-chem. Analyse 
1924, S. 875 
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Im silberiiberschuBhaltigen Filtrat wurden bei geeigneter alkalischer 


| Reaktion die Histidin- und Arginin-Silberfraktionen gefillt. Da die Nieder- 
«blige zugleich auch die Pyrimidinbasen enthalten muBten, wurde nach 
' Freilegung der Basen in tiblicher Weise durch Phosphorwolframsiiure die 
'Abtrennung der durch letzteres Reagens fiillbaren von den nicht fillbaren 
' Basen erreicht. 


In der durch Phosphorwolframsiiure nicht ausgefillten Basenfraktion 
der Hydrolysenlésung beider Nucleoproteide konnte Thymin einwandfrei 


' pachgewiesen werden. Nach Entfernen der iiberschiissigen Phosphorwolfram- 
‘giure und der Schwefelsiure durch vorsichtigen Zusatz von Barytlésung 
'wurden im stark eingeengten Filtrate mikroskopisch kleine nadelférmige 
' Krystalle erhalten, die Thymin vorstellten. Die Krystalle verbrannten ohne 
' Riickstand, entfiirbten Bromwasser, gaben die typische Diazobenzolsulfon- 
' siure-Reaktion und sublimierten bei vorsichtigem Erwiirmen, wobei das 
‘Sublimat ebenfalls alle genannten Reaktionen wiederholte. Das Erhalten 
‘yon gut ausgebildeten Krystallen war bei ziemlich guter Léslichkeit der 
| Substanz mit relativ groben Verlusten verbunden. Dennoch gelang es durch 
Vereinigung der krystallinischen Fraktionen beider Hydrolysen geniigend 
Substanz fiir zwei Mikro-Stickstoffbestimmungen nach Dumas-Preg1 zu- 


sammenzubringen, wobei zwei hintereinander erhaltene krystallinische 


'Fraktionen verwendet wurden. Bei der geringen Menge Substanz wiihrend 
der Abscheidung der Krystalle ist es nicht zu verwundern, dab fiir die 


zweite Krystallisation die Differenz zwischen ,,berechnet“ und ,,gefunden“ 


idie iiblich zulissigen Analysenfehlergrenzen iiberschreitet. Die Uberein- 
‘stimmung muB deshalb doch fiir befriedigend erklirt werden. 


0,778 mg Subst.: 0,153 cem N (16°, 744 mm). 
Ber. N 22,22 Gef. N 22,32. 


1,135 mg Subst.: 0,212 cem N (15°, 746 mm). 
Gef. N 21,35. 


Die durch Phosphorwolframsiiure aus den ,,Histidin“- und ,,Arginin“- 
fraktionen gefiillten Basen wurden freigelegt, wonach in den Argininfrak- 
tionen die Argininmenge nach Plimmer und Rosedall bestimmt wurde. 
Im kleinen Teil der Histidinfraktionen wurden die colorimetrischen Histidin- 
bestimmungen nach Hanke und Koessler ohne Beriicksichtigung der Bei- 
mengung von Cytosin vorgenommen. Im gréBeren Teil wurde das Cytosin 
als schwer lésliches Pikrat erhalten, gewogen und durch Schmelzpunkt- 
bestimmung identifiziert: Schwiirzung: 256°, scharfes Schmelzen: 266° ') 
in den Priiparaten aus beiden Nucleoproteiden. Da die Abtrennung des 
Cytosins lingst nicht quantitativ ist, so muBten die wahren Cytosinmengen 
griBer sein als die Wigung ergab. Die bestimmten Histidinmengen muBten 
dagegen zu hoch ausfallen, da an der Farbintensitit der colorimetrierten 
Lisung auch das Cytosin beteiligt war. Dennoch haben auch die sehr 
ungenauen Zahlen fiir uns eine groBe Bedeutung, da sie die GréBenordnung 
angeben. So erkennen wir deutlich, daB weder die Arginin- noch Histidin- 
menge in den Hydrolysaten iiber die Anwesenheit eines protamin- oder 
listonartigen EiweiBpaarlings berichten. 


') Angegeben 255° bzw. 270°. 
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Wasserloésliches | Alkalilésliches 

Nucleoproteid | Nucleoproteid 
"Io lo 
meetin wwe 2,11 2,46 
Arg. 1. . ss 9,99 4,32 
Oytesin. . ... 0,34 0,30 








Auch bei der weiteren Analyse des Filtrates der Silberfdallunge, 
konnten keine Anzeichen einer basischen EiweiBkomponente in den Nucley. 
proteiden gefunden werden: der aus der Stickstoffbestimmung im Phosphor. 
wolframsiiure-Niederschlag berechnete Lysingehalt gab dazu keine Vera. 
lassung. 

Die weiter in demselben Filtrat ausgefiihrten Bestimmungen einzelng 
Aminosiiuren bestiitigen gleich den fiir die basischen Bestandteile erhalteng 
Zahlen den deutlichen Unterschied im Aufbau beider Nucleoproteide jy 
ihrem EiweiBteile, freilich bei der Annahme, daB die Nucleoproteidpriparat: 
nicht wesentlich mit beigemengten anderen Eiweifstoffen verunreinigt waren, 
auf deren Kosten die gefundenen Unterschiede gesetzt werden miiBten. 

Das Tyrosin wurde colorimetrisch nach P. Thomas'), die Dicarbor. 
siiuren nach dem Stickstoffgehalt in der nach Foreman”) erhaltenen Fiillung 
der Calciumsalze bestimmt. Das Prolin endlich wurde nach der Differen 
zwischen allgemeinem und « + w-Aminostickstoff berechnet. 

















Wasserlosliches | Alkalildsliches 

Nucleoproteid | Nucleoproteid 
= "/o °/o 
Lysin en ee ee a 4,90 5,26 
ee. ee ee oe ee 5,97 1,87 
Dicarbonsiiuren *) 11,76 21,43 
Prolin de ee ee ae 1,07 0,49 
N der Monoaminosiiuren u. des Lysins 6,63 6,53 
ARIE os Wo bw ee oe 6,50 6,47 


Zuletzt wollen wir noch das Mengenverhiiltnis der beiden Komponenten 
der Nucleoproteide berechnen, indem wir dieser Berechnung den Phosphor 
gehalt zugrunde legen. Da Thymonucleinsiiure 8,62 °/, Phosphor enthilt, 
finden wir, daB 

das wasserlésliche Nucleoproteid aus .....16,5 °/, Nucleinsiure 

und 83,5 °/, EiweiB, 

und das alkalilésliche Nucleoproteid aus 18,0 °/, Nucleinsiure 

und 82,0 °/, EiweiB 
zusammengesetzt ist. Beim Vergleich mit den Nucleoproteiden, die au 
verschiedenen Geweben der Tiere dargestellt worden sind und fiir die die Indi: 
vidualitit und die Abwesenheit von beigemengtem Protein ebenfalls nicht 
sicher steht, nehmen die aus den Erbsenkeimen erhaltenen Nucleoproteide 
eine Mittelstelle ein, die aber der 6fter gefundenen unteren Grenze de: 
Nucleinsiuregehaltes niher steht. 


') Ann. Inst. Pasteur 36, 253 (1922). 
”) Biochemie. J. 8, 463 (1914). 





8) Als Glutaminsiure berechnet. 
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Uber Androsteron, 
ein krystallisiertes mannliches Sexualhormon. I. 


Isolierung und Reindarstellung aus Mannerharn. 
Von 


Adolf Butenandt und Kurt Tscherning. 


Mit 6 Figuren im Text und auf Tafel I u. II. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitaétslaboratorium Géttingen 
und dem Institut fiir Organische Chemie Danzig-Langfuhr.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. September 1934.) 


Auf einer Tagung der Nordwestdeutschen Chemiedozenten 


in Hamburg am 28. Oktober 1931 berichteten wir erstmalig iiber 
die Reindarstellung eines miinnlichen Sexualhormons aus Minner- 
rharn. Wir beschrieben damals ein nur aus Kohlenstoff, Wasser- 
stoff und Sauerstoif bestehendes Krystallisat vom Schmelzp. 178°, 
‘das durch eine hohe physiologische Wirkung in bezug auf die 


Ausbildung des Kapaunenkammes gekennzeichnet wurde.') Seit- 


‘ber haben wir uns ununterbrochen mit der niiheren Charakteri- 
sierung des zuniichst nur in wenigen Milligrammen zugiinglichen 


Stoffes befaBt; iiber die jeweils erzielten Fortschritte unserer 


'Arbeiten haben wir in kurzen Mitteilungen”) Kenntnis gegeben. 
‘du einer ausfiihrlichen Publikation unserer Ergebnisse fiihlen 
‘wr uns erst jetzt berechtigt, nachdem einige wiihrend unserer 
‘Untersuchung aufgetretene Unstimmigkeiten und Unsicherheiten 
‘bei der Darstellung und der physiologischen Auswertung der Kry- 
‘stallisate beseitigt wurden oder ihre Kliirung gefunden haben. 


Es ist heute nicht mehr zweifelhaft, da& — genau wie im Falle 


des Follikelhormons *) — die physiologische Wirkung des Testikel- 
Jukretes nicht an eine einzige chemische Substanz gebunden ist, 
sondern von einer Gruppe einander nahestehender Stoffe ausgelist 


) Z. angew. Chem. 44, 905 (1931). 

*) Z. angew. Chem. 45, 655 (1932); Nature (Lond.) 13, 8 (1932); Naturw. 
6133, 49; Hdb. d. Biochemie, 2. Aufl., Ergiinzungswerk, I. Bd., 129 (1933); 
Ergebn. d. Physiol. 85, 301 (1933); Wien. klin. Wehschr. 1934, Nr. 29/30; 
Forschungen u. Fortsehritte 1934, Nr. 20/22. 

*) Naturw. 1933, 49. 
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wird. Die vorliegende Arbeitsreihe befaBt sich zunichst mit de 
Beschreibung des bisher am besten untersuchten minnlichen Pyj. 


gungsstoffes Androsteron. 


Physiologie '). 


Der Hoden ist bereits im Jahre 1849 von dem Géttinger Physiologe 
Berthold als innersekretorische Driise angesprochen worden, und zwa; 
in der ersten Arbeit, die wir auf dem Gebiet der Inkrete kennen; er zeigt, 
an Hihnen, daB man die nach Kastration auftretenden ,,Ausfallserschgj. 
nungen“ durch Homo- oder Autotransplantation von Hoden beheben kann, 
Seit der Jahrhundertwende finden wir in der Literatur eine Fiille yoy 
tierexperimentellen Arbeiten, die gesicherte Schliisse iiber die innere Sekr. 
tion des Hodens zulassen. An Versuchsobjekten aus allen Wirbeltierklasse 
konnte in Kastrations- und ‘Transplantationsexperimenten sichergestel| 
werden, daB die minnliche Keimdriise verantwortlich ist fiir Wachstum, 
Entwicklung und Funktion des gesamten miinnlichen Genital. 
traktes und fir die Ausbildung der sekundiiren minnlichen Ge. 
schlechtsmerkmale. Besondere Verdienste um die Sicherung und Er. 
weiterung der grundlegenden Arbeiten erwarben sich neben vielen anderen 
Autoren’) die Arbeitskreise um Steinach (1894/1913), Pézard (1918 29) 
Champy (1913/22), Courrier (1921), Aron (1924/26), jedoch hat der entschei. 
dende Beweis fiir das Vorhandensein eines miinnlichen Prigungsstoffes durch 
die Feststellung spezifischer physiologischer Wirksamkeiten an zellfreien 
Organextrakten oder Kérperfliissigkeiten lange gefehlt. Es ist das 
Verdienst der besonders erfolgreichen Chikagoer Arbeitskreise um F. C. Koch 
und C. R. Moore, die ersten physiologisch wirksamen Lipoidextrakte au 
Hoden bereitet zu haben [Mc. Gee 1927*)]. In unabhingiger Arbeit kamen 
S. Loe we’) und C. Funk‘) zu gleich wichtigen Ergebnissen; sie bereicherte 
unsere Kenntnisse insbesondere durch die Feststellung, daB miinnliches 
Sexualhormon sich auBer im Blut [Martins 19305] auch im Miannerham 
nachweisen lift, in dem es kontinuierlich zur Ausscheidung kommt. Dureh 
diese Ergebnisse ist die stoffliche Bearbeitung des minnlichen Inkrete: 
moéglich geworden, an der sich neben den genannten Autoren noch di 





1) Ausfiihrliche Zusammenfassung und Literatur: C. R. Moore, ,,The 
Biology of Testis‘ und F.C. Koch, ,,Biochemistry and Assay of Testis 
Hormones“ in ,,Sex and Internal Secretions“, herausgegeben von E, Allen 
Baltimore 1932. 8S. 281—391. 

2) Proc. of Inst. of Med. of Chicago 6, 242 (1927). 

5) S. Loewe u. H. E. Voss, Sitz. Akad. Wiss. Wien, math.-naturv. 
Kl. Oktober 1929; — und F. Lange u. A. Wahner, Klin. Wscehr. (4, 


1376 (1928); — und F. Rothschild u. E. Borchardt, Biochem. Z. 221, 
461 (1930). 

4) C. Funk u. B. Harrow, Proc. Soc. Exper. Biol, and Med. 26, 32° 
(1929); Biochemie. J. 24, 1678 (1930); — und A. Lejwa, Proc. Soc. Exper 
Biol. and Med. 26, 569 (1929); Amer. J. Physiol. 92, 440 (1930). 

5) Endokrinol. 7, 180 (1930). 
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' Arbeitskreise um E. C. Dodds") und E. Laqueur?), sowie B. Frattini 
‘und M. Maino ®) beteiligten. 


Nach den vorliegenden Untersuchungen ist das Inkret des 


'Testikels im einzelnen durch die folgenden physiologischen 
Merkmale ausgezeiclinet: 


1. Es ist ein Wuchsstoff mit spezifischer Wirkung auf die 


‘minnlichen Genitalorgane; bei den Siiugern (als Versuchstiere 
‘dienten in erster Linie Nagetiere) werden Samenblasen (Vesicular- 


driisen)*), Prostata®), Cowpersche Driisen®), Vas deferens‘), Penis®) 


‘und Priiputialdriisen®) nur unter der vegetativen Wirkung des 
‘uinnlichen Keimdriiseninkretes normal ausgebildet. 


2. Es kontrolliert die sekretorische Tatigkeit der An- 


‘hangsdriisen des miinnlichen Genitaltraktes, die nur in Gegen- 
‘wart von Testikelhormon ein normal koagulierendes Kjakulat zu 
‘hilden imstande sind?"), 


3. Es beeinflubt die Lebensdauer und Beweglichkeit der 


/Spermien?}), 


4, Es ist verantwortlich fiir die Ausbildung der sekundiren 


‘minnlichen Geschlechtscharaktere; insbesondere wurden 


die bei Fischen und Vogeln dauernd vorhandenen oder periodisch 
auftretenden fuBeren Kennzeichen des miinnlichen Geschlechts 


eingehend in ihrer Abhiingigkeit von der inneren Sekretion des 


1) E. C. Dodds, A. W. Greenwood, E. G. Gallimore, J.S.S. 


‘Blythe, Lancet 1930, 683; Biochemic. J. 24, 1031 (1930); J. of Physiol. 
( 


3, 186 (1931). 
*) E. Dingemanse, I. Freud, S. Kober, FE. Laqueur u. A. R. W. 


/Miinch, Kon. Akad. Wetenshappen te Amsterdam, Proc. 33, 1206 (1930). 


*) Z. angew. Chem. 45, 324 (1932). 

‘) E. Steinach, Pfliigers Arch... 56, 304 (1894); Loewe u. Voss, 
Klin. Wsehr. 9, 461 (1930); Dtsch. med. Wschr. 1930, 30; Arch. eXper. 
Path. 159, 548 (1931); Moore u. Gallagher, Amer. J. Physiol. 89, 388 
1927); Moore, Hughes u. Gallagher, Amer, J. Anat. 45, 109 (1930); 
Th. Martins, Endokrinol. 7, 180 (1930); Lanz, Pfliigers Arch. 222, 181 
(1929), 

‘’) E. Steinach, a.a.0.; Moore, Price u. Gallagher, Amer. J. 
Anat. 45, 71 (1930). 

*) Heller, Proce. Soe. exper. Biol. and Med. 27, 751 (1930). 

‘) Moore, Vatna u. Gallagher, Anat. Rec. 45, 233 (1930). 

*) Baker, Brit. J. exper. Biol. 5, 187 (1928). 

*) Voss, Z. f. Zellforschung 14, 200 (1931). 

") Moore u. Gallagher, Amer. J. Anat. 45, 39 (1930); Kabak, 


Endokrinol. 9, 250 (1931). 


“) Moore u. Me. Gee, Amer. J. Physiol. 87, 436 (1928). 


170 Adolf Butenandt und Kurt Tscherning, 


Hodens untersucht: so werden z. B. das ,,Hochzeitskleid* q¢, 
Bitterlingmiinnchens?), Kamm und Bartlappen der Hihne 2) unte, 
der Wirkung minnlichen Sexualhormons ausgebildet. 


Der Test. 


Fast alle aufgeziihlten physivlogischen Eigenschaften de 
Testikelinkretes kénnen zum Nachweis, einige von ihnen zur quan. 
titativen Bestimmung der wirksamen Substanz verwendet werdey: 
nach unserem gegenwiirtigen Wissen ist es jedoch noch unsicher 
ob alle fiir ,das méannliche Sexualhormon* als charakteristisc) 
geltenden physiologischen Wirkungen an ein und dieselbe Sub. 
stanz gebunden sind, oder ob im Hoden mehrere Hormone 
produziert werden, die unterschiedliche Aufgaben ertiillen*) bzy, 
erst durch ihr Zusammenwirken’) eine vollstindige Ausbildung 
aller Geschlechtscharaktere gewiihrleisten. 

Wir haben uns bei unseren Arbeiten zuniichst bewubt au 
eine einzige Nachweisreaktion beschriinkt und uns die Aufgabe 
gestellt, denjenigen minnlichen Prigungsstoff rein darzu. 
stellen und zu kennzeichnen, der fiir die Ausbildung 
der sekundiiren Geschlechtsmerkmale des Hahnes (Kanm 
und Bartlappen) verantwortlich ist; durch eine anschliefende 
physiologische und pharmakologische Analyse des einheitlichen 
Stofies im Vergleich mit Rohextrakten aus Hoden wird sodam 
ein Beitrag zur Frage nach der Zahl der Testikelhormone leicht 
zu geben sein. 

Auf Grund dieser Zielsetzung wihlten wir als Test be 
unseren Untersuchungen den Hahnenkamm- oder Kapaunen- 
test, der nach unseren Krfahrungen anderen Nachweisreaktionen 
fiir Testishormone in der Einfachheit der Anwendung, der Kiv- 
deutigkeit und Objektivitiit, sowie durch Sparsamkeit an ‘Tier 
material iiberlegen ist. 


Der Hahnenkammtest geht zuriick auf die Arbeiten von Berthold 
(1849)°) und Pézard (1911)%): Kastration eines Hahnes fiihrt zum Kapauw, 

!) Glaser u. Haempel, Endokrinol. 2, H. 2 (1982); Pfliigers Arch. 
229, 1 (1931). 

*) Pézard, C.r. Soc. Biol. 97, 1436 (1927). | 

) Vgl. Th. Martins u. A. Rocha, C. r. Soe. Biol. 105, 795; 1% 
510 (1930); Endocrinology 15, 421 (1931). 

4) Vgl. J. Freud, S.E.de Jongh, E. Laqueur, Chem. Z. 19331, 
3208; J. Freud, Biochemic. J. 27, 1438 (1933). 

°) Arch. f. Anat. Physiol. u. wissensch. Med. 1849, 42. 

*) C. r. de l’Acad. d. Se, 153, 1027 (1911); Endocrinology 4, 527 (1920: 
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der durch ein ,,neutrales“, dem minnlichen Typus nahestehendes Feder- 


‘kleid, durch stirkeres Gewicht und vor allem durch kleinen Kamm und 


Bartlappen ausgezeichnet ist. Pézard zeigte als erster, da’ man durch 


'Injektion von Hodenmaterial den unentwickelten Kamm der Kapaune zum 
‘Wachstum bringen kann, und daf die Entwicklung des Kammes nach 
‘dem Aussetzen der Injektionen zuriickgeht. Es ist das Verdienst des Chi- 
Ikagoer Arbeitskreises von F.C. Koch, fubend auf diesen Beobachtungen 
‘einen quantitativen Test auf miinnliches Sexualhormon ausgearbeitet zu 


haben; Gallagher und Koch!) definierten als ,,Hahnen-iinheit die 
kleinste Hormondosis, die einen bestimmten, an Linge und Héhe des 
Kammes sicher feststellbaren Wachstumseffekt hervorbringt, z. B. eine Stoff- 
menge, die tiber 5 Tage tiglich einmal an mindestens 5 Tiere verabreicht, 
im Durchschnitt ein Liingen- + Héhenwachstum des Kammes um 5 mm 
bewirkt. Uber die Technik des Testes, iiber seine Fehlerbreite und iiber 


‘die Definition einer zweckentsprechenden ,,Einheit‘‘ sind in den letzten 


Jahren von mehreren Seiten’) grundlegende Untersuchungen angestellt 
worden, die eine Brauchbarkeit des Hahnenkammes als Testobjekt fiir 


priparative Arbeiten erwiesen haben. 


Die von uns gewahlte Technik des Hahnenkammtestes hat 
sich in enger Anlehnung an die Literatur auf Grund von eigenen, 
nunmehr tiber 41/, Jahre sich erstreckenden Erfahrungen ent- 
vickelt. Die in vorliegender Arbeit aufgefiihrten Auswertungen 
ind siimtlich mit der folgenden, von uns heute bevorzugten 
Arbeitstechnik durchgefiihrt worden, sofern keine besonderen An- 
saben tiber die verwendete Darreichung der zu priifenden Stoffe 
semacht werden: 

Hihne der weiSen Leghornrasse (Fig. 1, Tafel I) werden im 
Alter von etwa 8—10 Wochen nach der Collignonmethode’) 
kastriert; durch wiederholtes Ausmessen der Kammfliiche wird 
lestgestellt, ob die Kiimme der Tiere sich im Verlauf der niichsten 
S—10 Wochen auf ein konstantes Ma8 einstellen; nur diejenigen 
Kapaune, die dieser Forderung geniigen, werden als Versuchstiere 
wrbereitet. — Sie erhalten zunichst eine Kontrollésung bekannten 
HTormongehaltes, damit alle Individuen ausgesondert werden kénnen, 
lie nicht der Norm entsprechend reagieren oder deren Kamm 
sch nach dem Abklingen des HormonstoBes nicht wieder auf 


') J. of biol. Chem. 84, 495 (1929); J. Pharm. u. Exper. Therap. 40, 327 
(1 30); Proc. Soc. Intern. Congr. for Sex Res. 1930, 312. 
*) C. Funk, Amer. J. of Anat. 45, 39 (1929); de Fremery, Freud, 
laqnour, Pfliigers Arch. 226, 741 (1930); J. Freud, Pfliigers Arch. 228, 
1(1931); Sechoeller u. Gehrke, Wien. Arch. inn. Med. 21, 329 (1931); 
4.Ogata u. Mitarb., J. of the Pharmac. Soe. of Japan 53, Nr. 3 (1933); 
if, 49 (1934). 
*) Paul Collignon, Das Kapaunisieren, Berlin 1928 (7. Aufl.). 
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sein AnfangsmaB zuriickbildet. Nur ein auf diese Weise sory. 
filtig ausgewihlter Bestand von Versuchstieren (Fig. 2, Tafel | 
gibt die Gewihr fiir gleichmifige und zuverlissige Resultate, 


Die Tiere werden normal ernihrt und in hellen, luftige, 
Stallungen mit geriumigem Auslauf gehalten; lediglich wiihrenj 
der Zeit des eigentlichen Versuches (und wenige Tage vorher 
befinden sich die Kapaune in einem vom Tageslicht abgeschlosge. 
nen Laufstall, der auf konstanter Temperatur (20°) gehalten und 
tagsiiber gleichmaBig beleuchtet wird. Durch diese Vorsichts. 
mabregel werden klimatische Hinfliisse weitgehend ausgeschaltet, 


Die auf ihre Wirksamkeit zu priifende Substanz wird i 
Sesam6l aufgenommen; die Konzentration der Liésung wird 
gewihlt, daB die zu verabreichende Menge in 1 ccm enthalten is, 
Man injiziert subcutan unterhalb der Haftstelle der Fliigel und 
verwendet pro Dosis 3 Kapaune von médglichst gleichem Alte 
und Gewicht, denen je einmal an zwei aufeinander folgenden 
Tagen 1 ccm der Lésung verabreicht wird. 

Als MaB fiir die Hormonwirkung gilt der GréBenzuwacels 
der Kammfliche, der dadurch ermittelt wird, daB man vor Begin 
der Injektionen und am 3. und 4. Versuchstag jeweils zwei photo- 
graphische Kammschattenbilder (Fig. 3, Tafel I) aufnimmt, di 
zweckmiiBigerweise so hergestellt werden, daB man_ innerhall 
einer Celluloidhille photographisches Gaslichtpapier hinter de: 
Kamm bringt und kurz mit einer Gliihlampe belichtet. Die Fliche 
der Schattenrisse laBt sich leicht mit einem Planimeter ausmessen.— 
Zur ersten Orientierung dariiber, ob eine Dosis wirksam ist, kan 
man beiliufig die Héhe der gré&ten Kammzacke und die Ling 
des Kammes in Zentimetern ausmessen; die auf diese Weise er- 
hiltlichen Wachstumszahlen stellen jedoch bei der hier ar 
gegebenen Technik nur ein qualitatives Maf dar. 

Als ,Hahnen- oder Kapaunen-Hinheit* (1 K.E,) defi- 
nieren wir diejenige Dosis, die je einmal (in lccm Lésung 
an 2 aufeinander folgenden Tagen verabreicht, nach 
der Messung am 3. und 4. Tag an mindestens 38 Tiere 
ein durchschnittliches Héchstwachstum der Kamn- 
flaichen um etwa 20°/, bewirkt. 


Im fortlaufenden Experiment ist darauf zu achten, daB de 
Versuchstiere mindestens alle 8 Wochen eine vollwirksame Hor 
mondosis erhalten, da sie sonst die Fahigkeit zu einer normale! 
Reaktionsweise einbiiBen. 
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Die von uns gewihlte Einheit, die etwa der von Schoeller 
yod Gehrke?) definierten entspricht, ist ein praktisches MaB, 
das bei leichter Handhabe des Testes den Anforderungen einer 
chemischen Arbeit Rechnung zu tragen vermag. Soweit unsere Er- 
fahrungen reichen, ist die von anderen Arbeitskreisen gewiihlte 
Kinheit“ kleiner als die hier definierte, ein zahlenmiibiger Ver- 
gleich ist noch nicht durchfiihrbar. 


Chemische Versuche zur Anreicherung des wirksamen Prinzips. 

Als Ausgangsmaterial fiir die chemische Bearbeitung des 
in Hahnenkammtest aktiven minnlichen Hormons kamen Hoden- 
oder Miinnerharnextrakte in Frage. Im Friihjahr 1930 hat der 
eine von uns in gemeinsamer Arbeit mit Dr. F. Hildebrandt 
die Untersuchungen an Stierhodenextrakten begonnen, die 
uns von der Schering—Kahlbaum A. G., Berlin zur Verfiigung 
gestellt wurden. Wir bestitigten in systematischen Versuchs- 
relhen die grundsitzlichen Feststellungen von Gallagher und 
Koch*?), E, C. Dodds, C. Funk und E. Laqueur und ihren 
Mitarbeitern*), nach denen das wirksame Prinzip einen in 
Lipoidlésungsmitteln leicht, in Wasser schwer léslichen neutralen 
Stoff darstellt, der durch Ausschiitteln seiner 70°/,igen alkoho- 
lischen Lésung mit Hexan oder Petrolither von Sterinen, Fetten 
und reichlichem inaktiven Material getrennt werden kann, und 
der gegen ‘emperaturerhéhung und vorsichtige saure und alkali- 
sche Hydrolyse wenig empfindlich ist. Ein wesentlicher Fort- 
schritt ist uns bei der Verarbeitung von Stierhoden nicht gelungen. 

Fiir spitere Untersuchungen haben wir Minnerharn als 
Ausgangsmaterial bevorzugt, und zwar verarbeiteten wir Chloro- 
formextrakte aus (mit Salzsiure bis zur kongosauren Reaktion 
angesiuertem und konzentriertem) Miinnerharn, die uns ebenfalls 
von der Schering—Kahlbaum A. G., Berlin zur Verfiigung 
gestellt wurden; in einem spiiteren Stadium unserer Arbeit er- 
hielten wir weiter gereinigte ,,Rohdle“, die von W. Schoeller 
und M. Gehrke, Berlin aus den Chloroformextrakten im tech- 
nischen Betriebe bereitet wurden. 

Die in Chloroform léslichen Anteile des Minnerharns um- 
fassen etwa 160 g aus 200 Litern Harn und stellen eine mit Kry- 
stallen durchsetzte, braune, feste Masse dar, die in etwa 150—160 mg 
1 K.K. enthilt. In diesem Ausgangsmaterial wird der wirksame 


) Wien. Arch. inn. Med. 21, 329 (1931). 
*) J. of biol. Chem. 84, 495 (1929). mand. 
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Faktor auf Grund unserer in vielen systematischen Versuchs. 
reihen gesammelten Erfahrungen in folgendem Arbeitsgang ap. 
gereichert: 

a) Alkaliextraktion. Durch Ausschiitteln der Atherischey 
Liésung des Chloroformextraktes mit Alkalilauge lassen sich etywa 
90—95°/, an sauren, unwirksamen Bestandteilen entfernen; als 
neutraler Stoff verbleibt das Hormon in der itherischen Lisung, 
nach dessen Kindampfen ein dunkelrotes, diinnfliissiges Ol erhaltey 
wird, das die K.E. bereits in 8—10 mg enthilt. 

Beispiel’): 160 g Chloroformextrakt (1 K.E. ~ 150—160 mg) werden 
in etwa 1 Liter peroxydfreiem Ather gelést und 8—10mal mit jeweils 
200 ccm 2 n-Kalilauge im Scheidetrichter griindlich geschiittelt; die Ope. 
ration ist zu wiederholen, bis die Lauge nur noch schwach angefirbt ist, 
zweckmiBig wird die letzte Extraktion iiber mehrere Stunden auf der 
Schiittelmaschine vorgenommen. Die gesammelten Alkalilaugen werden 
zum SchluB mit '/, Liter Ather auf der Maschine geschiittelt, um mit. 
gerissene neutrale Anteile zuriickzugewinnen. Die vereinigten itherischen 
Lésungen werden nach dem Waschen mit verd. Salzsiiure und Wasser ge- 
trocknet und eingedampft. 

Durchschnittliche Ausbeute: 10 g (= 6,25 °/,); 1 K.E. = 9—10 mg. 

b) Wasserdampfdestillation. Durch eine Wasserdampt- 
destillation der neutralen Anteile von a) liBt sich ein widerwiirtig 
riechendes, fast farbloses Destillat abtrennen, das bis 35°/, des 
Gewichtes ausmacht; durch diese Reinigungsstufe steigt die physio- 
logische Wirksamkeit auf durchschnittlich 6 mg pro K.E. 

Beispiel: 10 g (1 K.E. = 9—10 mg) werden wie tiblich mit Wasser. 
dampf destilliert, der nicht fliichtige Riickstand wird in Ather aufgenom- 
men, die itherische Lésung wird gewaschen, getrocknet und vom Lisungs- 
mittel befreit. 

Durchschnittliche Ausbeute: 6,5 g (65 °/,); 1 K.E. = etwa 6 mg. 

c) Alkalische Verseifung. Zur weiteren Reinigung bewilrt 
sich an dieser Stelle des Aufarbeitungsganges eine alkalische Ver- 
seifung des nicht mit Wasserdampf fliichtigen Oles. Systematische 
Verseifungsversuche mit siedender 1—10 n-methylalkoholischer 
Kalilauge lieBen erkennen, daB die beste Reinigung der Hormon- 
chargen durch 2stiindiges Kochen mit 3 n-Lauge erzielt wird; és 
verdient besonders hervorgehoben zu werden, da8B der wirksame 
Faktor des Mannerharns durch 2stiindiges Kochen mit 10 n-Lauge 
noch nicht angegriffen wird’). Die physiologische Wirksamkeit 
der unverseifbaren Anteile betrigt 3—4 mg pro K.E. 

1) Die Zahlenangaben in den Beispielen des Aufarbeitungsganges sind 
Durchschnittswerte aus sehr zahlreichen Serienversuchen. 

*) Vgl. dazu Gallagher u. Koch: ,,The effect of alkali on the 
testicular hormone“. J. of biol. Chem. 104, 611 (1934). 
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Beispiel: 650g (1 K.E.~ 6mg) werden in 65 ccm 3 n-methyl- 


alkoholischer Kalilauge 2 Stunden auf dem Wasserbade unter RiickfluB 
: gekocht. Nach dem Erkalten wird die Lisung mit Wasser versetzt und 


erschépfend mit Ather extrahiert. Die tilentache Lésung wird mit verd. 


 Salzsiiure und Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. 


Durchschnittliche Ausbeute: 3,6 g (= 55 °/,); 1 K.E. = etwa 3,5 mg. 
d) Saure Verseifung. Systematische Versuche zur weiteren 


| Reinigung der alkalisch verseiften Anteile fiihrten zu folgendem 
| Ergebnis: Kine Hydrolyse mit verdiinnter Salzsiiure bewirkt keinen 
' Reinigungseffekt mehr, jedoch lassen sich durch Erhitzen mit gesiit- 
‘tigter methylalkoholischer Salzsiure durchschnittlich 20°/, an 
j ee vom Nichtverseifbaren abtrennen und die Wirk- 
I samkeit auf 2,8--3 mg pro K.E. steigern. 


Beispiel: 3,6g (1 K.E. ~ 3,5mg) werden in 36 ccm mit Salzsiiuregas 


gesiittigtem Methylalkohol 2 Stunden unter RiickfluB auf dem Wasserbade 
/ um Sieden erhitzt. Nach dem Abkihlen der Reaktionslésung wird stark 
| mit Wasser verdiinnt und mit Ather aufgenommen. Die iitherische Lisung 


wird mit Wasser, verdiinnter Lauge, nochmals mit Wasser, verdiinnter Salz- 
? ’ >] 


' siure und Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. 


Durchschnittliche Ausbeute: 2,8 g (= 80°/,) 1 K.E. = 2,8—3 mg. 
Um iiber die durch die Hydrolysen erzielten Reinheitsgrade 


| hinauszukommen, wurde zuniichst die Anwendung von Fillungs- 
‘ud Adsorptionsmethoden versucht; im Verlauf dieser Unter- 


‘suchungen zeigte es sich, dafi — analog den Erfahrungen beim 
| Follikelhormon!) — Aluminiumamalgam aus feuchter &the- 


‘rischer Lésung der Hormonchargen eine gréBere Menge unwirk- 
samer Begleitstoffe adsorbiert, so daB die Anwendung dieses Ver- 
‘fahrens zu Reinigungszwecken méglich erschien. Wir haben friiher 
‘diese Methode im Anschlu8 an die Verseifung regelmiBig in den 
' Darstellungsgang des Hormons eingeschaltet, unterlassen es aber 
jetzt, nachdem wir erkannt haben, daB dieses Verfahren Anlaf zu 
'Komplikationen geben kann, auf die wir in anderem Zusammen- 


hang zuriickkommen wollen. — Entscheidende Fortschritte brachte 


uns die Anwendung von 


e) Entmischungsmethoden mit Lésungsmitteln. Durch 
Versetzen einer benzolischen Lisung der gereinigten Ole mit Petrol- 
ither lABt sich das wirksame Prinzip in petrolitherische Liésung 
iberfiihren, der es durch Extraktion mit etwa 60°/,igem Alkohol 


Wieder zu entziehen ist. Durch diese Behandlung gelingt es leicht, 


') A. Butenandt, Untersuchungen iiber das weibliche Sexualhormon, 
| Weidmannsche Buchhandlung, Berlin 19381. 
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gréBere Anteile an unwirksamen Begleitstoffen auf Grund yo, 
Léslichkeitsunterschieden abzutrennen und eine hochwirksame 
»Alkoholcharge*® darzustellen, die 1 K.E. in 1—1,4mg enthil, 

Beispiel: 2,8 g (1 K.E. = 2,8—3 mg) werden unter Erwirmen ;, 
etwa 5 cem Benzol zu einer sirupésen Lésung verteilt, die unter kriiftigey 
Schiitteln mit 300—400 cem hochsiedendem Petroliither versetzt wird. }; 
fillt ein dliger Niederschlag, von dem die klare Lésung dekantiert wird. 
mit dem Niederschlag wird der gesamte Vorgang so hiiufig wiederholt, bis 
die beim Petrolatherzusatz auftretende Fillung (,, Benzolcharge 10 aa‘ 
flockiges Aussehen bekommt und der Petrolither fast farblos ist. 

Die vereinigten Petrolitherausziige werden nunmebr mit einer Mischung 
von 70 Teilen Athylalkohol (mit 2°/, Methanol vergillt) und 30 Teilen Wasse 
solange ausgeschiittelt, bis die Alkoholphase sich nicht mehr anfiirbt: die 
alkoholischen Lésungen werden ebenfalls vereinigt. 

Die durch Eindampfen der petrolitherischen Lésung hinterbleibender 
Anteile bezeichnen wir als ,,Petrolithercharge 10 a,y“, die im 60°%,igen 
Alkohol léslichen als , Alkoholcharge 10 a,(“. 

Durchschnittliche Ausbeuten: 

10 a,a: 0,33 g (~ 12%), praktisch ohne physiologische Wirksamkeit. 
10 af: 1 g (~ 37%,), 1 K.E. = 1—1,4 mg. 
10 ayy: 1,4 g (~ 51°/,)4, praktisch ohne physiologische Wirksamkeit. 


Reindarstellung des Androsterons. 


Die bisher geschilderten Erfolge in der Anreicherung des im 
Hahnenkammtest wirksamen Prinzips waren das Ergebnis syste- 
matischer Versuche, viele der zur Darstellung von Naturstofien 
iiblichen Methoden auf das vorliegende Problem anzuwenden. In 
Verlauf dieser Untersuchungen zeigte sich, daB das Testikelhormon 
in vergleichbaren Reinheitsgraden sich iihnlich verhilt wie das 
Follikelhormon’”), wenn man davon absieht, da8 im Follikelhormo 
eine schwache Saure, im Testikelhormon ein neutraler Stoff vor- 
liegt. Diese Feststellungen fiihrten zu einer Arbeitshypothese, 
die unter der Voraussetzung einer chemischen Verwandtschaft des 
minnlichen Sexualhormons mit dem weiblichen zum Ziel hatte. 
besonders charakteristische chemische Kigenschaften des Follikel- 
hormons auch beim miannlichen Sexualhormon festzustellen, um mit 
ihrer Hilfe eine weitere Anreicherung zu erzielen. 

Die wesentlichsten Merkmale des Follikelhormons finden sich 
in seiner Keto- und Hydroxylgruppe, von denen sich gut 





1) Da der Petrolither aus den viscosen Olen nur schwer villig 2 


entfernen ist, fillt die gewichtsmiBige Ausbeute der 10 a,y-Charge zumeist 
etwas zu hoch aus. 

*) Vgl. A. Butenandt, Untersuchungen iiber das weibliche Sexual: 
hormon. Weidmannsche Buchhandlung, Berlin 1931. 
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jrystallisierte und schwer ldsliche Derivate ableiten, die sich im 
physiologischen Test dadurch auszeichnen, daB sie a Wirksam- 
tel des Hormons charakteristisch verlindern ). Auf Grund dieser 
pekannten Erfahrungen haben wir versucht, gleichartige funktionelle 
Gruppen beim Testikelhormon durch Umsatz der hochgerei- 
nigten Chargen mit Hydroxyl- und Ketonreagentien nach- 
mweisen. Ks wurde unter anderem die Kinwirkung von Benzoyl- 
chlorid, Phenylcyanat, Cyansiiure, Hydroxylamin, Semicarbazid, 
Thiosemicarbazid, Phenyl- und Diphenylhydrazin untersucht. 
Wihrend die Versuche mit Hydroxylreagentien uns keine 
neuartigen Erkenntnisse lieferten’), erzielten wir durch den Um- 
satz mit Ketonreagentien einen wesentlichen Fortschritt. Aus 
den hochwirksamen ,,Alkoholchargen“ lassen sich leicht schon im 
Rohzustand gut krystallisierte Semicarbazone (Schmelzp. 274 


bis 276°), Phenylhydrazone (Schmelzp. 153—154°%, Thio- 
‘semicarbazone (Schmelzp. 250—255°) und Oxime (Schmelz- 


punkt 215—-221°) bereiten; ihre chemische Untersuchung zeigte 


‘ms, daB es sich jeweils um Substanzgemische handelt; daraus ist 


m schlieBen, daB in der ,Alkoholcharge 10 a,8“ neben 
anderen Stoffen ein Gemisch von Ketonen vorliegt. Die 


physiologische Priifung ergab, daB es bei geeignetem Umsatz ge- 


inst es im Hahnenkammtest aktive Prinzip in der Ketonfraktion 
auszufallen; die Versuche zeigten erstmalig, daB das 
Testikelhormon Ketoncharakter besitzt. 

Aus experimentellen Griinden haben wir zur Abscheidung 
les Hormons den Umsatz der Alkoholchargen mit Hydroxyl- 
amin bevorzugt, da dieses Reagens sich vollstiindig mit dem wirk- 


samen Prinzip verbindet und ein besonders leicht zu reinigendes 


Oxim lefert; jedoch ist die Abscheidung des Hormons auch mit 
len iibrigen Ketonreagentien durchfiihrbar. 

Beispiel: 1g Alkoholcharge 10 a,8 (1 K.E.~1,4mg) wird mit 
Hydroxylaminacetat (bereitet aus 0,5 g Hydroxylaminhydrochlorid und 0,5 g 


wasserfreiem Natriumacetat) in alkoholischer Lésung 5 Stunden auf dem 
Wasserbade zum Sieden erhitzt; die Aufarbeitung der Reaktionslésung kann 


Swf zwei Weisen geschehen: 1. Sie wird filtriert, etwas eingeengt und in 


ler Hitze vorsichtig bis zur bleibenden Triéibung mit Wasser angespritzt, 
dann scheidet sich nach dem Erkalten zuniichst ein Ol ab, aus dem sich 
durch Reiben mit dem Glasstabe oder durch Impfen das krystallisierte 
Oxim gewinnen liBt; 2. Einfacher gestaltet sich die Aufarbeitung, wenn 





: Diese Z. 208, 132 (1932). 
*) Vgl. dagegen F.C. Koch, Proce. 2. Intern. Congr. for Sex Research, 
London 1930. 
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man die Reaktionslésung im Vakuum zur Trockne dampft, den Riickstay; 
mit wenig Ather verreibt, die atherische Liésung filtriert und stehen laf 
Das gebildete Oxim scheidet sich in schén ausgebildeten Krystallen a} 
aus seiner Mutterlauge kann man weitere Oximanteile fassen, indem ma 
das Lésungsmittel verdampft, den Riickstand in etwa 2cem absolute, 
Alkohol lést und die Lésung mit 4/, cem konzentrierter Salzsiure versetzt 
Bei mehrstiindigem Stehen krystallisiert dann ein weiterer Anteil an Oxip, 
Die Oximkrystallisate werden vereinigt, sie sind nicht einheitlich; ihre Ay, 
beute betriigt bis zu 450 mg an Rohprodukt. Aus verdiinntem Alkohol lagge, 
sie sich umkrystallisieren, man erhilt sie dann in schénen, prismatische, 
Nadeln, die Schmelzpunkte zwischen 215° und 221° zeigen. Durchschnittlich 
Ausbeute: 180 mg. 


Die vom Oximkrystallisat befreite Mutterlauge wurde jy 
wiederholten Versuchen durch Erwiirmen mit verdiinnter Salzsiiyy: 
hydrolysiert, mit Wasser versetzt und mit Ather aufgenommer, 
Die itherléslichen Anteile entfalten mit 15 mg als Dosis noc 
keine physiologische Wirksamkeit, woraus zu entnehmen ist, daf 
das Hormon durch den Umsatz mit Hydroxylamin gréBtentei| 
zur Abscheidung gebracht wurde. Diese Feststellung lieB sich be. 
stiitigen durch den Befund, da8 das Oximkrystallisat sich auch nach 
wiederholter Reinigung als im Kapaunentest wirksam erwies’), 


Die im Oximkrystallisat vorhandene physiologisch aktis: 
Ketonkomponente hat sich durch Spaltung des Oxim: 
mit verdiinnter Saure und durch anschlieBende Reinigung de 
Spaltprodukte durch Sublimation und Krystallisation rein dar- 
stellen lassen. 


Beispiel: 180 mg Oxim (Schmelzp. ~ 215°) werden in 9 Ansiitzen 1 
je 20mg mit jeweils 20 cem Alkohol und 5 ccm konzentrierter Salzsiur 
2 Stunden zum Sieden erhitzt. Die Reaktionslésung wird im Vakuum star! 
eingeengt, und das Spaltprodukt wird durch Zusatz von viel Wasser 11 
filtrierbarer Form gefillt; es wird entweder zuniichst im Hochvakuum 
(0,0001 mm Hg) bei einer Temperatur von 65—85° langsam sublimiert ode 
sogleich aus verdiinntem Alkohol oder verdiinntem Aceton bis zu einem 
konstanten Schmelzpunkt von 178° (unkorr.) umkrystallisiert. Ausbeute: 
47 mg an reinem Hormon; aus gesammelten Mutterlaugen lassen «iti 


weitere Anteile gewinnen. 
In dem auf vorstehend beschriebenem Wege darstellbarel 
Ketonkrystallisat liegt der erste einheitliche Stoff mit den Eigen 


schaften eines miannlichen Prigungshormons vor. Wir habel 


diesem reinen Krystallisat den wissenschaftlichen Name 
Androsteron erteilt. 





') Vgl. nachfolgende Mitteilung. 
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Eigenschaften des Androsterons. 


Reinstes Androsteron krystallisiert in gefiederten Blattchen 
oder in langen prismatischen Nadeln (vgl. Fig. 4 auf Tafel IT 
und Fig. 5 auf Tafel Il), die einen scharfen Schmelzpunkt von 
178° (unkorr.) aufweisen. Es ist leicht léslich in allen orga- 
nischen Lésungsmitteln, sehr schwer in Wasser. 

Seine optische Drehung betriagt [a2 = + 93° 

15,612, 15,429, 15,077 mg Subst. in 2 cem abs. Alkoh., 7 = 1 dm, 
a= +0,73, 0,72, 0,70°. 

[a}?0° = + 93,52°, 93,33°, 92,86°. 


Androsteron besteht nur aus Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauer- 
stoff, seine analytische Zusammensetzung ist mit voller 


Sicherheit zu C,,H,,O, ermittelt. 


2,980, 2,822, 3,560 mg Subst.: 8,600, 8,150, 10,210 mg CO,, 2,810, 
2,680, 3,270 mg H,O. 

C,oH;,0, Ber. C 78,62 H 10,34 

Gef. ,, 78,71, 78,76, 78,22 5, 10,55, 10,63, 10,28. 

Molgewicht (nach Rast): 0,292 mg Subst., gelést in 8,080 mg Cam- 

pher, 4 = 13,4° 
C,,H3.02 Ber. 290 Gef. 283. 

Im Laufe der letzten Jahre ist von uns das Androsteron in 
vielen Arbeitsgingen dargestellt worden, seine physikalischen 
Kigenschaften waren stets die gleichen, sie veriindern sich auch 
in keiner Weise, wenn das Androsteron iiber seine in der nach- 
folgenden Mitteilung naiher beschriebenen Derivate gereinigt wird. 
Wir halten es fiir véllig gesichert, daf in ihm ein che- 
misch einheitlicher Stoff vorliegt. 


Physiologische Wirkung des Androsterons im Hahnenkammtest. 


Das reine Krystallisat zeigt eine einwandfreie Wirkung auf 
das Wachstum des Hahnenkammes. Wir ermittelten die physio- 
logische Wirksamkeit des reinsten Androsterons im Kapaunentest 
durch 83 Versuchsserien an 429 Tieren. Nach der von uns 
angegebenen Methodik des Testes liegt die Kapauneneinheit 
fir das Androsteron bei 150—200 7; mit dem Wechsel von 
Jahreszeit und Witterung auftretende Schwankungen der Wirk- 
samkeit innerhalb dieser Grenzen entsprechen nach unseren Er- 
fahrungen der Norm. In der folgenden Tab. I geben wir einige 
von unseren physiologischen Auswertungen wieder: 
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Tabelle I. 


Physiolegiseie Wirksamkeit des Androsterons. 


Adolf Butenandt und Kurt Tscherning, 























: : Gewicht °l, F liichenwachstum Py lo °/, durch. 
Dat oe Dosis | Tier des des Kammes nach | Héchst-| schnit], 
atum | Praparat! =. y |! Nr. Kapauns |- — | wachs- | Héchg. 
in g 3 ‘Tagen | 4 | Tagen tum Ww wachstun 
oul oa 165 | 2600 0,0 2,4 2,4 : 
P 153 | 2580 11,5 18,1 18,1 
2.V 197 1920 14,9 14,0 14,9 | 
“hg | 13 LIT | 100 {] 177 1820 10,7 14,4 14,4 14,3 
159 1830 11,3 13,5 i35 I 
2V 9d 105 2070 10,1 8,4 10,1 |) 
"33° | VIIESp | 120 3] 186 2000 13,9 7,2 13,9 |S 121 
P 244 1950 12.4 10,6 i24 |f 
15.V j 138 1840 10,5 1,8 10,5 | 
ag | 13 LITT | 120 225 1345 10,5 20,3 20,3 13,5 
= \ 126 2045 7,4 9,7 9,7 | 
9 V 9d 110 2130 18,5 18,5 18,5 |) 
"33° | VEHTSp | 129 4{ 170 2155 9,0 13,4 13,4 16,1 
I 86 | 2285 7,0 16,3 16,3 {I 
1). VI | 107 2625 9,7 16,8 16,8 | 
~ 39 138 LIX | 150 102 2610 13,5 14,1 14,1 |? 14, 
ss 53 2805 10,3 | 12,9 12,9 j 
28 13 LVIT} 170 6 1980 11,0 6,0 11,0 21,4 
_ 225 1370 29,4 22, 29,4 | 
9 V oa | 155 2075 10,4 18,3 18,8 
33° | VIITSp | 209 4| 148 2140 12,9 19,7 19,7 22, 
a ™ I] 175 2130 19,5 30,8 30,8 
8. XI 13 247 2500 15,5 14,3 15,5 
ae I XVI 200 183 2515 19,2 24,6 24,6 |) 20,1 
= " 144 2520 14,9 20,2 20,2 | 
154 1650 19,8 18,8 19,8 
% i71IL | 200 | 132 | 1650 24,8 23,0 24,8 | 2: 
” \| 177 | 1700 19,1 33,0 33,0 || 
16. X {| 295 1760 20,8 24,5 24,5 
33 ° |1I8LXVI] 220 108 1910 24,1 27,6 27,6 25,4 
” l| 316 | 1910 16,7 24.2 24,2 
: 197 1735 25,7 30,0 30,0 
) ? ’ 3 
ae Aen } 218 | 1950 12,7 22,7 22.7 93.4 
. ere \} 154 1670 10,7 17,5 17,5 
16. X 276 1950 23,4 30,9 30,9 
3 |13LXVI} 240 | 384 1960 27,3 32,6 32,6 28, 
ae 244 2085 16,8 22,2 22,2 
°7. 11 190 a 20,8 24,3 24,3 |) 
—- 13L | 300 3] 151 — 24,0 34,2 34,2 29,6 
, 102 - 19.6 30,4 30,4 If 
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Wie aus diesen Auswertungsresultaten hervorgeht, sind die 
Mengen an Androsteron, die man anak unserer Testierung bendtigt, 
um ein einwandfreies und sicher auferhalb der Feblergrenze 
liegendes Wachstum des Hahnenkammes zu erzielen, relativ grof. 
Es unterliegt aber keinem Zweifel, daB man bei anderer Hand- 
habe des Testes mit wesentlich geringeren Stoffmengen eindeutige 
Wachstumseffekte am Kapaunenkamm hervorzubringen vermag; so 
ist erfahrungsgemiB die zur Erzielung eines bestimmten Wachstums 
notwendige Grenzdosis kleiner, wenn man sie iiber einen etwas 
lingeren Zeitraum in mehrfacher Unterteilung verabfolgt. Wir 
haben die physiologische Wirksamkeit des Androsterons in 
wiederholten Versuchsreihen auch unter Verwendung einer pro- 
trahierten Auswertungstechnik ermittelt: Injiziert man z. B. 
2mal taglich tiher 4 Tage, so wird mit 22—25y Andro- 
steron als Injektionsdosis (44—50 y als Tagesdosis) bis 
zum 5. Versuchstag ein Wachstum des Kammes um etwa 20°/, 
in der Fliche erzielt, 18—20y pro Injektion (86—40 y pro 
Tag) rufen mit dieser Technik bereits ein Kammfliichenwachstum 
um etwa 15°/, hervor. 

Wir geben ein Beispiel dieser Auswertungsart in Tab. II 
wieder: 


Tabelle IL. 


Auswertung des Androsterons mit protrahierter Technik. 


(4 Tage lang zweimal tiglich 1 Dosis in 0,5 ecm) 





F Datum 


110 | 2095 Jo | 33! 5,8! 75) 33] 745 


























Gewicht Kammwachstum _ oy, | °F, daaeh. 
Priparat | Dosis} Tier| des | in °/, der Fliche | Héchst-| schnittl. 
Nr. in y | Nr. Kapauns] 1. | 2. | 3. | 4. | 5. | wachs- | Héchst- 


in g Tag) Tag|Tag Tag Tag tum wachstum 


| 179} 1950 | 7,6) 7,6) 7,6/15,2/18,1} 18,1 az 
| 215 | 2065 | 6,4 13,3/13,9/18.3/ 16,2] 16,2 |) 
lovitl 94a (J 244] 1925 | 7,9 5.5 15,1/18,8/16,5] 16,5 l 
tan? 20 1175} 1955 |o | 3,1) 6,7)146/110] 146 15,5 
¥ P \} 126] 1980 Jo | 8,0, 37/153) 73) 153 If 
203 | 2330 | 5,9 8,8/18,5/18,0/11,4] 13,5 
22 | 147 | 2255 | 6,3 12,6 16,8/17,9/20,0] 20,0 18,7 
212 | 2215 | 4,4 12,4/18,9/16,8/22,6] 22,6 
00.) 246} 1900 | — | — | 8,7/11,1/16,7] 16,7 
is | 18LXX] 25 343 | 1970 | —| — | 7,1 11,8) 16,5 16,5 20,8 
138 | 2185 | — | — |13,1/15,1/29,3| 2973 
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In Fig. 1 sind zum Vergleich gegeniibergestellt: a) Die mit 
22 y als Injektionsdosis bei 8 maliger Verabreichung iiber 4 Tage 
erzielten Wachstumswerte (Kurve 1, 2 und 8); b) die mit der 
nach unserer Definition als 1 Kinheit bezeichneten Menge (200, 
je 1 mal an 2 Tagen injiziert) erhaltene Wirkungskurve (Kurve 4), 


oe | iit ei eds eee ei 
fe 
ee 
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a a | 





Vig. 1. 
Physiologische Wirkung des Androsterons 
Kurve 1, 2 und 3: Kammwachstum an Kapaun Nr. 212, 147, 203 nach Verabreichung von 
8 X 22 y innerhalb von 4 Tagen. (Vgl. Tabelle II.) 
Kurve 4: ,,Normalkurve’‘, Wirksamkeit von 1 Einheit Androsteron (2 x 200 y innerhalb 
von 2 Tagen). Messung nur am 3. und 4. Tag! 


In weiteren Versuchsreihen haben wir noch wesentlich klei- 
nere Substanzmengen (bis zu 0,3—0,7 y) itber mehrere Tage (bis 
zu 1 Woche) 2 mal tiiglich verabreicht. In mehreren Fallen haben 
wir auf diese Weise eindeutig positive Resultate (bis zu 30°), 
Flachenwachstum) mit einer Gesamtdosis von wenigen y erzielen 
kénnen'). Im Gegensatz zu den oben ausfiihrlich mitgeteilten 
Auswertungsergebnissen betrachten wir auf Grund unserer in den 
letzten Jahren gesammelten Erfahrungen iiber die Fehlergrenze 
des Testes diejenigen Versuche, die sich der Verabreichung so 
kleiner Substanzmengen bedienen, in ihren Ergebnissen als nicht 
sicher reproduzierbar. Der eine von uns hat an anderer Stelle?) 
unter Darlegung eines gréBeren Zahlenmaterials bereits die Grenzen 
geschildert, die uns in der Auswertung des Androsterons durch 
die Fehlerbreite des Kapaunentestes gezogen sind. 


Die Frage, welche physiologischen Wirkungen dem Andro- 
steron auber den hier geschilderten zukommen, wollen wir spiiter 
erértern; daB das reine Krystallisat zweifellos auch Wachstum 
der Vesikulardriise hervorbringt, haben wir bereits an anderer 
Stelle mitgeteilt?). 


1) Z. angew. Chem. 44, 905 (1931); 45, 655 (1932). 
*) K. Tscherning, Zur Biochemie des Testikelhormons, Erg. der 
Physiologie 35, 312 (1933). 
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Tabelle III. 


Darstellung des Androsterons aus Minnerharn. 


‘Mannerharn (1 K.E. = 200 g) 


| Konzentriert, angesiuert 


mit CHCl], extrahiert 


Y 


Chloroformextrakt (1 K.E. ~ 150—160 mg) 


j 


| Extraktion mit KOH 


Y 


'Neutralanteile (1 K.E. = 


| Destill. mit H,O-Dampf 


Y 


—————> Saure Anteile (90—95°/,) 


9—10 mg) 


> Fliichtige Anteile (30—35°/,) 


Nicht fliichtige Neutralanteile (1 K.E. ~ 6 mg) 


Alkalische Hydrolyse 


Y 


Unverseifbares I (1 K.E. 


Saure Hydrolyse 


Y 


Unverseifbares II (1 K.E. 


Entmischung mit 
Benzol / Petrolither 


Y 


| Petrolitherphase 


Extraktion mit 
60°/,igem Alkohol 


Y 


—> Verseifbare Anteile (45°/,) 


= 3—4 mg) 


>» Verseifbare Anteile (15—20°/,) 


> Benzolcharge 10a, (12°),) 


—> Petrolithercharge 10a,y (51/,) 


Alkoholecharge 10a,@ (1 K.E. = 1—1,4 mg) 


'Umsatz mit NH,-OH 
Y 
Oxim, Schmelzp. 215—221° 


| 
Spaltung mit 
| verdiinnter Saiure 


Y 
Androsteron C,,H,,0,, Schmelzp. 178° (1 K.E. = 150—200 y) 
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Die in vorliegender Arbeit beschriebene Darstellung de 
krystallisierten Androsterons aus Miannerharn ist in & 
Tab. IIT (S. 183) tibersichtlich zusammengefaBt. Im Ausgangsmateri; 
befindet sich 1 K.K. durchschnittlich in 200 g; legt man fiir a 
reine Androsteron eine physiologische Wirkung von 1 K.E. = 20( 
zugrunde, so ist zu seiner Darstellung aus Harn insgesamt ei, 
10° fache, aus dem Chloroform-Rohextrakt des Harns eine 103 fach, 
Anreicherung zu leisten. Wie aus den jeweils angegebenen Aus 
beuten des Aufarbeitungsganges ersichtlich ist, erfaBt man di 
im Harn enthaltenen physiologischen Einheiten (5 K.E. pro Lite 
bis zur ,Alkoholcharge“ nahezu vollstindig, an reinem Andro 
steron erhilt man nach unserer Methode 20—23 mg aus 100 Liten 
Harn; im giinstigsten Falle erfassen wir somit nur 30°, de 
physiologischen Wirksamkeit des Ausgangsmaterials in Gestal 
dieses einheitlichen Stoffes. 


Wie wir bereits im Anfange betonten, ist das Androsterog 


nicht der einzige Stoff, der die physiologischen Eigenschaften eine 
minnlichen Prigungsstoffes besitzt'); von besonderem Interess 
erscheint uns in diesem Zusammenhang die Tatsache, daB da 
Androsteron im Mannerharn von mehreren ihm sicher nahestehender 
Stoffen*) begleitet wird, mit deren Charakterisierung wir be 
schiftigt sind. Uber die verschiedenen Vertreter dieser Stoii 
gruppen wollen wir jeweils erst ausfiihrlicher berichten, wen 
ihre Untersuchung abgeschlossen ist. 

Die Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit ist erméglicht worden 


durch groBziigige Unterstiitzung von seiten der Notgemeinschaft de 
Deutschen Wissenschaft, der Gesellschaft der Wissenschaften 


zu Gottingen und der Schering-Kahlbaum A.-G. Berlin, denenj 
wir fiir ihre Hilfe ergebenst danken. Insbesondere méchten wir Herm| 
Prof. W.Schoeller, Berlin, herzlich danken fiir die Férderung unserer 


Untersuchungen und Frl. D. von Dresler fiir die Durchfiihrung der Tier 
experimente. 


') Vgl. Wien. klin. Wschr. 1934, Nr. 29—30; Forschungen und Fort: 
schritte 1934, Nr. 20—22; Z. angew. Chem. 47, 563 (1934). 

*) Vegi. Z. angew. Chem. 44, 905 (1931); Nature (Lond.) 13, 8 (1932: 
Naturw. 1933, 49; Ergebn. d. Physiologie 35, 301 (1933). 
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Uber Androsteron. II. 
Seine chemische Charakterisierung. 


Von 
Adolf Butenandt und Kurt Tscherning. 
Mit 4 Figuren im Text und auf Tafel IIT. 


(Aus dem Allgemcinen Chem. Univers.-Laborat. Géttingen 
und dem Institut fiir Organische Chemie Danzig-Langfuhr) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. September 1934.) 


In der voranstehenden Mitteilung') haben wir eine Methode 
beschrieben, nach der man einen miinnlichen Prigungsstoff in 
krystallisierter, reiner Form aus Mannerharn bereiten kann. Wir 
sind der Uberzeugung, daB in diesem von uns als Androsteron 
bezeichneten Krystallisat der wichtigste Vertreter derjenigen Stoffe 
vorliegt, die die physiologische Aktivitit des Minnerharns im 
Kapaunentest bedingen. Im Verlauf der letzten drei Jahre ist 
es méglich gewesen, insgesamt 1,5 g an reinem Androsteron zu 
bereiten. 

Das bei 178° (unkorr.) schmelzende Krystallisat mit einer 
optischen Drehung [@]?°=+ 93° ist mit Sicherheit durch die 
Molekularformel C,,H,,O, wiederzugeben. Die im Androsteron 
vorhandenen zwei Sauerstoffatome sind in Form einer Hydroxyl- 
gruppe und einer Carbonylgruppe gebunden. 


1. Der Alkoholcharakter des Androsterons. 

Die im Androsteron vorliegende Hydroxylgruppe lieB sich 
durch die Darstellung eines krystallisierten Acetates und 
Propionates sicherstellen. 

Androsteron-acetat: 68,4 mg Androsteron wurden mit 
2 ccm Kssigsiureanhydrid iibergossen und */, Stunde zum Sieden 
erhitzt; nach dem Verdringen des Anhydrids durch Alkohol wurde 
das gebildete Acetat durch vorsichtigen Wasserzusatz in kry- 
stallisierter Form abgeschieden. 

In einem zweiten Versuch wurden 14,8 mg Androsteron in 
5 ccm Pyridin gelist, mit einigen Tropfen Essigsiureanhydrid 
versetzt und 8 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Durch 
Versetzen der Reaktionslésung mit 1 n-Schwefelsiure wurde das 
Acetat krystallin gefiillt. 


1) Diese Z. 229, 167 (1934). 
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Tabelle 


Physiologische Wirkung yoy 




















(10. Juli 983.) 


AmMmmes 10 


14.3 23,5 
11,9 11,9 
30.6 735,90 
19.8 20,6 
23.7 F 18,3 
7.3 17,1 





Gewicht . 
— Tier ae Wachstum des K: | 
‘i Kapauns [ Pate ery od 
weet f Nr. “4 g 3. Tag | 4, Tag | 5. Tag | 6. Tag | 7. Tag '8. Tag} 9.Tag 0. Tag) 11. 
225 1350 91 | 1833 | 123 , 194 | 25,5 | 13,3 
170 164 1660 O | 10,7 | 71 | 14,3 | 19,1 | 9,5 
111 2105 7,4 | 223 | 223 | 289 | 36,4 | 34,7 
239 2175 8,7 | 95 | 15,9 | 14,8 | 22,2 | 17,5 
200 247 2300 6,1 34 | 9,5 | 14,9 | 20,1 | 23,0 
207 1970 5,7 | 9,5 | 11,4 | 18,1 | 19,2 | 16,2 


Die nach den beiden Methoden gewonnenen Acetat-Krystallisate 
erwiesen sich als identisch; sie wurden aus verdiinntem Alkohol 
umkrystallisiert bis zum konstanten Schmelzpunkt von 160—161° 
(unkorr.). Das Acetat krystallisiert in langen prismatischen Nadeln 
(vgl. Irig. 6, Tafel IIT). Ausbeute 94°/,. 

3,236, 1,660, 2,890, 2,821 mg Subst.: 9,005, 4,620, 8,025, 7,875 mg CO,, 
2,780, 1,470, 2,520, 2,460 mg H,O. 

C.,H,,0, Ber. C 75,90 H 9,64 
Gef. ,, 15,89, 75,90, 75,73, 76,13 » 9,61, 9,91, 9,76, 9,75. 

Durch 2 stiindiges Erhitzen mit 3 n-methylalkoholischer Kali- 
lauge lift sich das Acetat zum Androsteron verseifen; das aut 
diese Weise gereinigte Hormonkrystallisat zeigt keine Verinderung 
seiner physikalischen und physiologischen HKigenschaften. 

Physiologische Wirksamkeit des Androsteron-ace- 
tates: Das Acetat des Androsterons ist im Hahnenkammtest 
hoch aktiv; die physiologische Kinheit') liegt bei etwa 150—170 >. 
Analog dem Verhalten der Ester des Follikelhormons?) zeigt das 
Androsteron-acetat eine protrahierte, sich iiber 14 Tage er- 
streckende, etwas unregelmiiBig verlaufende Wirkung; als Beispiel 
geben wir in der Tab. I die Auswertung eines Acetates mit 1707 
und 200 y, in Fig. 1 den Verlauf der Wirkungskurven nach Ver- 
abreichung von 200 y als Injektionsdosis wieder. 

Androsteron-propionat: 15 mg Androsteron wurden in 5 ccm 
Pyridin gelést und mit einigen Tropfen Propionsiureanhydrid 
versetzt. Nach 2tiigigem Stehen wurde das Reaktionsprodukt 





1) Definition und Technik vgl. voranstehende Mitteilung. 
2) Diese Z. 208, 129 (1932). 
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drosteron-acetat, (Priparat 9d. IX.) 
= —— 0 | oy durch- 
‘|, der Fliche lo schnittliches 
eS , —| Hochst- Hichst- 
10.Tag| 11.Tag 12. Tag | 13.Tag | 14.Tag 15.Tag 16.Tag}wachstum] wachstum 
035 | 26,6 | 234 | 15,3 | 173 | 124 | 14,8 26,6 
19 | 11,9 | 838 | 24 | 8,8 48 | 4,8 19,1 27,4 
355 | 31,4 | 31,4 | 28,1 | 24,0 | 18,2 | 15,7 36,4 
: 
00,6 | 24,6 | 19,1 | 17,5 | 11,1 17,5 | 14,8 24,6 |) 
33 | 16,9 | 21,6 | 189 | 12,8 | 185 | 15,5 23,7 / 92,5 
71 | 12,4 | 18,1 | 15,2 | 17,1 14,3 | 15,2 igi |f 


durch Zusatz von 1 n-Schwefelsiure gefillt und aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert: Lange farblose Nadeln vom Schmelz- 
punkt 145° (unkorr.). 
2,741 mg Subst.: 7,635 mg CO,, 2,420 mg H,O. 
C,.H3,05 


18 }+ 








| Oy 200, 







Ber. C 76,30 
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% | Wachstum der 


30 | Kammflache 


Ausbeute 11 mg. 
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H 9,83 
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C 75,97 


H 9,88. 
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Physiologische Wirkung des Androsteron-acetates nach Verabfolgung von 2 x 200 7; 
Tier 239; —— Tier 247; ——— Tier 207 (vgl. Tab. I). 


an 3 Kapaunen demonstriert: 


carbazons gesichert. 


2. Der Ketoncharakter des Androsterons. 


Bereits aus der Abscheidung des Hormons als Oxim im 
Verlaufe der Aufarbeitung der Mannerharnextrakte ist auf seine 
Ketonnatur zu schlieBen; sie wurde am reinen Androsteron durch 
die Darstellung eines einheitlichen Oxims und eines Semi- 


Androsteron-oxim: 21,8 mg Androsteron wurden mit einer 
alkoholischen Liésung von iiberschiissigem Hydroxylamin-acetat 
21/, Stunden auf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt; aus der 
konzentrierten Lisung lieB sich durch vorsichtigen Wasserzusatz 
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das Oxim in krystallisierter Form fillen; es wurde durch Um. 
ljsen aus verdiinntem Alkohol gereinigt und in langen prisma- 
tischen Nadeln vom Schmelzp. 215—216° (unkorr.) erhalten (vel, 
Fig. 7, Tafel III. Ausbeute 16 me. 

2,049, 2,147 mg Subst.: 0,081, 0,087 cem N, (21°, 756 mm; 22°, 750 mm). 

CioH;,0.N Ber. N 4,59 tef. N 4,57, 4,63. 

Physiologische Wirkung des Androsteron-oxims: Das 
Oxim ist physiologisch aktiv, jedoch wesentlich schwicher als das 
Androsteron selbst; die Wirkung ist charakteristisch verzigert, hiilt 
tiber mehrere Tage an und ist durch einen bemerkenswert un- 
regelmiBigen Gang in den Wachstumszahlen gekennzeichnet. Aus 
der Tab. It und aus Fig. 2 ist die physiologische Wirkung des 
Oxims ersichtlich. 

Oxim des Androsteron-acetates: 16 mg Androsteron-acetat 
wurden nach der fiir die Darstellung des Androsteron-oxims an- 
gegebenen Methodik mit Hydroxylamin umgesetzt. Das Reaktions- 
produkt wurde aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Auf 


Tabelle Il. 
Physiologische Wirkung des Androsteron-oxims (11e, LXXV), 
(28. November 1933.) 
(4 Tage lang zweimal tiglich 1 Dosis in 0,5 cem.) 
































Gewicht Wachstum des Kammes in °/, °/, 9/, durch- 
Dosis | Tier des der Fliche Hochst- se 
iny | Nr. | Kapauns Cian ta is le |e) oa wachs- | wachs- 
ms | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | Tag | tum tum 
| | | § wth 
| 274 2220 2,9 6,6 | 10,3 | 11,8 10,3} 14,0! 17,4 14,0 | 
870 {| 163 2320 {10,0 | 12,1/15,0/ 15,7/ 10,7) 15,0/13,6 | 15,7 15,0 
\} 174 2380 2,8) 7,0) 4,2) 15,4] 8,4) 10,5) 3,5 | 15,4 | 
| | } 
302 2400 8,5 | 15,8 | 11,4] 15,9} 18,6 | 15,9} 10,2 | 15,9 
900 128 2420 8,2; 6,4) 8,0} 11,2) 10,4/ 11,2] 0,8 11,2 16,7 
253 2420 4,9 | 16,3 | 21,4 | 23,0 | 19,7 | 21,4| 18,5 | 23,0 
%|Wachstumder yi 
2u fF Kammflache - 4 
, \ 
6 7 8 9 Tage 





Fig. 2. 


Physiologische Wirkung des Androsteron-oxims nach Verabfolgung von 8 x 900 y; 


demonstriert an 3 Kapaunen: -- 


----- Tier 302; 





Tier 123; -- 


--— Tier 253 (vgl. Tab. I). 
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diese Weise wurde das Oxim des Androsteron-acetates erhalten, 
‘das in gut ausgebildeten Nadeln krystallisiert. Es zersetzt sich 
‘pei langsamem Erhitzen um 211—213° und liefert bei 216° eine 
‘dare Schmelze. Bei schnellem Erhitzen schmilzt es scharf bei 
919—220° (unkorr.)'). Ausbeute 14,5 mg. 

2,035 mg Subst.: 0,070 cem N, (22°, 750 mm Hg). 

C,,H,,03N Ber. N 4,03 Gef. N 3,90. 

Androsteron-semicarbazon. 38mg Androsteron wurden 
‘in alkoholischer Lisung mit tiberschiissigem Semicarbazid-acetat 
'5 Stunden zum Sieden erhitzt; das Reaktionsprodukt wurde mit 
Wasser gefiillt und aus absolutem Alkohol umkrystallisiert: weiBe 
“Nadeln. Schmelzp. 276°. 


3. Der Sattigungsgrad des Androsterons. 

: Androsteron besitzt gesittigten Charakter: es absorbiert 
‘weder Brom noch Jod, gibt mit Tetranitromethan keine 
'Farbreaktion und sein Acetat nimmt bei der vorsichtigen kata- 
flytischen Hydrierung mit Palladium- oder Platinkatalysator 
‘in neutraler oder saurer Lésung keinen Wasserstofi auf. Mit 
‘dem gesiittigten Charakter in Ubereinstimmung ist die Tatsache, 
‘daB Androsteron im Ultraviolett keine Absorption des Lichtes 
zeigt. Aus dem Wasserstofigehalt der Summenformel C,,H,,0, 
‘ist ersichtlich, daB das Hormon 8 Wasserstofiatome weniger ent- 
hilt als ein ges&ttigtes Paraffin: Im Androsteron liegt ein 
igesiittigtes, tetracyclisches Oxyketon vor. 


4. Der sekundare Charakter der Hydroxylgruppe: Androstandion. 
: Die im Androsteron vorliegende Hydroxylgruppe ist sekun- 
‘direr Natur; bei der Behandlung mit Chromsiiure in der Kilte 
‘ligt sie sich in eine Ketogruppe verwandeln. Das auf diesem 
'Wege darstellbare Diketon Androstan-dion besitzt die Zu- 
ssammensetzung C,,H,,0,. 

Androstandion: 241 mg Androsteron wurden in 45 ccm 
/Hisessig gelést, mit der 1,5 Atomen Sauerstoff entsprechenden 
Menge Chromsiiure versetzt und 1 Tag bei Zimmertemperatur 
autbewahrt. Das Lisungsmittel wurde abgedunstet; aus der bis 
zu beginnenden Krystallisation konzentrierten Lisung wurde das 
Diketon durch Zusatz von Wasser krystallin gefillt. Es wurde 
‘durch Umlésen aus verdiinntem Alkohol in langen Nadeln vom 
Schmelzp. 129° erhalten. Ausbeute: 201 mg (83,8°/,). 

: ') Hierdurch wird eine friihere Schmelzpunktsangabe {Erg. Physiol. 35, 
(512 (1983)] berichtigt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXIX. 13 
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2,242 mg Subst.: 6,490 mg CO,, 1,950 mg H,0. 
Ci oteeOe Ber. C 79,2 H 9,73 Gef. C 78,95 H 9,75, 
Opt. Drehung: 0,0145 g, 2 cem absoluten Alkohol, / = 1 dm, 
a = + 0,76°, [a]?2°° = + 104,8°% 
Physiologische Wirksamkeit des Androstandioys. 
Bemerkenswerterweise ist das dem Androsteron entsprechend: 
Diketon im Kapaunentest hoch wirksam. In wiederholten Ay. 
wertungsreihen ermittelten wir die K.E. zu etwa 400 y; Andro. 
standion ist demnach etwa halb so wirksam wie das Oxyketon, 
In Tab. III ist eine unserer Auswertungen des Diketons wieder. 
gegeben. 
Tabelle III. 
Physiologische Wirksamkeit des Androstandions. 
(16. Juli 1934.) 





Gewicht |Wachstum d. Kamm. o/, °/y dureh- 
Dosis Tier se in °/, der Fliche | pochst- schnittl, 
in y Nr. apauns |———— | alia Hochst. 
in g 3. Tag | 4. Tag | Wacnstum! wachstun 
316 2040 22,6 18,9 22,6 |) 
400 366 2110 33,9 30,7 33,9 24,6 
307 2100 17,3 5,8 i73 If 
(J 322 2180 11,2 13,4 13,4 | 
450; 183 2180 15,7 27,4 27,4 20,8 
| 362 2160 216 21,6 216 WI 

















5. Der Grundkohlenwasserstoff: Androstan. 


Androstandion geht bei energischer Reduktion nach Clen- 
mensen in den gesittigten Grundkohlenwasserstoff des Andro- 
sterons iiber. Er hat die Zusammensetzung C,,H,,; wir bezeichnes 
ihn als Androstan. 

Androstan: 187 mg Androstandion wurden mit 10 ccm 
Kisessig und 15 g amalgamiertem Zinkblech zum Sieden erhitzt: 
im Verlauf von 8 Stunden wurde eine Mischung von 20 ccm Eis 
essig, 70 cem konzentrierter Salzsiiure und 2 ccm Xylol in drei 
gleichen Teilen hinzugegeben. Die in Ather léslichen Anteile 
des Reaktionsgutes wurden im Hochvakuum (0,001 mm Hg) subli- 
miert; nach einem bis 44° tibergehenden Vorlauf sublimierte det 
Hauptanteil bei 60—75° als farbloses Ol, das sich aus verdiinnten 
Aceton bei starker Kihlung in Form von gefiederten Blattche: 
abscheiden lieB, Schmelzp. 49—50°. Ausbeute 29,1 mg. 


3,279 mg Subst.: 10,565 mg CO,, 3,65 mg H,O. 
CioHs. Ber. C 87,75 3H 12,25 Gef. C 87,89 H 12,46. 
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Aus den vorstehenden Versuchsreihen geht einwandfrei hervor, 


'daB in dem hier charakterisierten minnlichen Prigungsstoff 
Fein gesittigtes, tetracyclisches Oxyketon C,,H,,0, vorliegt; von 
jen dargestellten Derivaten ist jedoch keines identisch mit einem 
| in der Literatur beschriebenen Stoff gleicher Zusammensetzung. 


Alle bisher bekannt gewordenen Eigenschaften des Hormons 
machen es wahrscheinlich, da8 ihm eine nahe Beziehung zu den 


' Sterinen zukommt; unter dieser Voraussetzung haben wir vor 
| eniger Zeit fiir das Androsteron den arbeitshypothetischen Formel- 
 typus (I) entwickelt’). Die in der Zwischenzeit am krystallisierten 


O O 
CH, | CH, 
CH, | | atell 
HO— | | a | 
I II 


| Hormon durchgefiihrten Experimente stehen nicht im Wider- 
'spruch zu diesem Strukturbild, das andererseits durch die in- 


zwischen erfolgte Konstitutionsermittlung des Follikelhormons 


eine starke Stiitze erfahren hat. Das dem Androsteron offenbar 


nahe verwandte Follikelhormon C,,H,,O, ist durch die einwand- 


' frei gesicherte Formel (II) wiederzugeben 2) und bemerkenswerter- 
| weise hat sich in Versuchen von Schoeller, Schwenk und 
| Hildebrandt’) zeigen lassen, daB das Follikelhormon durch 
energische katalytische Hydrierung in Stoffe iberzufihren ist, 
_ die im Kapaunentest eine der Androsteronwirkung vergleichbare 
| Aktivitit besitzen! Dieser wichtige Befund ist kirzlich von 
_W. Dirscherl und H. E. Voss‘) bestitigt worden. 


Uber Versuche zur Sicherung der Androsteronformel (I) werden 


' wir in den nachfolgenden Mitteilungen berichten. 


Wir sprechen der Notgemeinschaft der Deutschen Wissen- 


| schaft und dem Vorstand der Schering-Kahlbaum A.G., Berlin, 
insbesondere Herrn Prof. W.Schoeller unseren Dank fiir die Unter- 
| Stiitzung und Férderung unserer Arbeit aus. Herr Y. Paland hat uns bei 


') Naturw. 1933, 49; Wien. klin. Wschr. 1934, Nr. 29/30; Forschgn. 
und Fortsehr. 1934, Nr. 22. 2) Ber. chem. Ges. 66, 601 (1933). 
*) Naturw. 1933, 286. 4) Naturw. 1934, 315. 
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Isolierung eines neuen, physiologisch unwirksamen Sterinderivates 
aus Mannerharn, seine Verkniipfung mit Debydro-androsteron 
und Androsteron: 
ein Beitrag zur Konstitution des Androsterons. 


Von 
Adolf Butenandt und Hans Dannenbaum. 


Mit 8 Figuren auf Tafel TV und V. 


(Aus dem Organ.-chem. Institut der Techn. Hochschule, Danzig-Langfuhr.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Oktober 1934.) 


Ks ist bereits des éfteren darauf hingewiesen worden, dab 
das Androsteron im Minnerharn von mehreren ihm nahe stehenden 
Stoffen begleitet wird’). Ihrer niheren Charakterisierung haben 
wir besondere Aufmerksamkeit geschenkt, da uns die Untersuchung 
solcher Begleitstoffe nicht nur Hinweise auf die Konstitution des 
Hormons geben, sondern dariiber hinaus wertvolle Anhaltspunkte 
iiber seine Entstehung und Abwandlung im physiologischen Ge- 
schehen des Organismus vermitteln kann. Das Auffinden von 
Pregnandiol?) als Begleiter des Follikelhormons im Schwangeren- 
harn und yon allo-Pregnanolon-(20)*) als Begleitstoff des 
Corpus luteum-Hormons‘*) im Ovarium haben die Bedeutung dieser 
Arbeitsrichtung erkennen lassen). In der vorliegenden Mitteilung 
berichten wir iiber einen dem Androsteron nahestehenden Stoff, 
den wir bei der systematischen Untersuchung der in Chloroform 
léslichen Neutralanteile des Minnerharns isolierten. 

Bei der Darstellung des miinnlichen Prigungsstoffes aus 
Harn ®) fallt bei der Entmischung der unverseifbaren Anteile des 
Chloroformextraktes mit Liésungsmitteln neben der Androsteron 


1) Vgl. Diese Z. 229, 184 (1934). 

*) Ber. chem. Ges. 63, 659 (1930); 64, 2529 (19381). 

°) Ber. chem. Ges. 67, Nr. 11 (1934). 

*) Diese Z. 227, 84 (1934). 

*) Vgl. Verh. dtsch. Ges. inn. Med,, XLVI. KongreB, Wiesbaden 1934. 
Forschgn. u. Fortschr. 1934, Nr. 20—22; Wien. klin. Wschr. 1934, Nr. 29—30. 

°) Diese Z. 229, 167 (1934). 
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- enthaltenden »Alkoholcharge 10a 8“ eine physiologisch unwirk- 


same ,etrolitherfraktion 10a 7“ an!), die einen braunen nicht 
wr Krystallisation neigenden Sirup darstellt. Aus 200 Litern 
Harn erhailt man durchschnittlich etwa 1,5¢ dieser Fraktion; sie 
jiente als Ausgangsmaterial fiir die vorliegende Untersuchung. 


| Insgesamt standen uns 1200 g der Petrolithercharge zur Verfiigung, 


die bei der Aufarbeitung von etwa 143000 Litern Miinnerharn 


angefallen waren. 


Kine Fraktionierung der ,,Petroliithercharge 10a 7“ wurde 


' durch ihre Behandlung mit Benzol—Petrolither und durch Ent- 
' mischung mit Petroliither und 85°/,igem Alkohol erzielt. Die in 
' der alkoholischen Phase verbleibenden Anteile lieferten uns beim 
Umsatz mit Semicarbazid ein gelbliches, krystallines, aiuBerst 
' schwer lésliches Rohsemicarbazon, das sich um 240° zersetzt 
und zweifellos ein Gemisch darstellt. Durch Umkrystallisieren 

aus Propylalkohol wurde ein kleiner Anteil des Semicarbazons 


gereinigt und auf den Schmelzp. 275° gebracht; in diesem Rein- 
heitsgrad krystallisiert es in charakteristischen federartigen Blitt- 


chen, die in Fig. 1 auf Tafel IV wiedergegeben sind. 


Zur weiteren Bearbeitung wurde das Rohsemicarbazon direkt 


' durch Behandlung mit verdiinnter Siure gespalten. Aus dem 
'anfallenden 6éligen Spaltprodukt leB sich durch Verreiben mit 
| Alkohol ein krystallisierter Stoff zur Abscheidung bringen, der 


durch Umlésen aus Methylalkohol in einheitlichen langgestreckten 


| Prismen vom Schmelzp. 157° (unkorr.) erhalten wurde. Die Unter- 
| suchung dieses Krystallisates, das in Fig. 2 auf Tafel IV wieder- 
} gegeben ist, bildet den Inhalt der vorliegenden Mitteilung?). — 


Wir vermochten aus dem oben angegebenen Ausgangsmaterial 


' Insgesamt etwa 2 g dieses Produktes rein darzustellen. 


Die analytische Priifung des neuen lipoidléslichen Stoffes, 


der eine optische Drehung [a@}?0° =-+ 15,5° zeigt, ergab zu unserer 


Uberraschung, daB es sich um ein halogenhaltiges Produkt 


'handelt. Die Molekularformel wurde mit voller Sicherheit zu 


UH,,OC] ermittelt. Die Funktion des einen Sauerstoffatoms war 


| durch die Abscheidung des Krystallisates iiber ein Semicarbazon 


') Diese Z. 229, 176 (1934). 

: *) Vorl. Mitteilungen der hier geschilderten Ergebnisse finden sich in 
| folgenden Vortragsreferaten vom Friihjahr 1934: Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 
| Wiesbaden, 11. April 1934 (I. F. Bergmann, Miinchen); Wien. klin. Wschr. 
| 1934, Nr. 29— 30; Forschgn. u. Fortschr. 1934, Nr. 20—22; Z. angew. Chem. 


47, 559 (1984). 
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als einer Carbonylgruppe angehoérig gekennzeichnet, wir haber 
iiberdies das bei 169° (unkorr.) schmelzende Oxim der erwartetey 
Zusammensetzung C,,H,,Cl(: NOH) bereitet. Nach diesen Erge). 
nissen liegt in unserem Produkt ein Chlorketon vor. 

Der neue Stoff besitzt ungesittigten Charakter; er oj}; 
mit Tetranitromethan eine Gelbfirbung, entfirbt Brom—Kisessie. 
lésung momentan und nimmt bei der katalytischen Hydrierung 
1 Mol Wasserstoff auf. Das Dihydro-chlorketon C,,H,,OC1 is 
sesittigt, es schmilzt bei 173° und wurde durch ein Semicarbazoy 
(Schmelzp. 285°) gekennzeichnet. Aus dem Wasserstofigehalt des 
gesittigten Stoffes geht hervor, daf das aus Minnerharn isolierte 
Produkt vier Ringe im Molekiil enthilt, es legt in ihm demnach 
ein einfach ungesattigtes, tetracyclisches Chlor. 
keton vor. 

Diese analytischen Ergebnisse machten es wahrscheinlich, daf 
der vorliegende Begleitstoff des Androsterons in naher Bezichung 
zum Grundskelett der Sterine steht, das gerade durch ein tetra- 
cyclisches System von 19 Kohlenstoffatomen gekennzeichnet ist, 
Diese Annahme konnte durch das Studium von Farbreaktionen 
gesichert werden: das Chlorketon liefert mit Essigsiiureanhydrid 
und konzentrierter Schwefelsiiture ein Farbspiel, wie es fiir natiir- 
liche Sterine und fiir einige dem Chlorketon in der Molgréfe 
vergleichbare ungesittigte Abbauprodukte?) derselben charakte- 
ristisch ist. Nach diesem Ergebnis zweifeln wir nicht daran, dai 
wir es mit einem Sterinderivat zu tun haben, und wir erteilen 
dem Chlorketon C,,H,,OCl den vorliufigen Formeltypus (I). ln 
ihm sind Stellung von Chloratom und Carbonylgruppe, sowie dic 
Lage der Doppelbindung unsicher; die in der Formel angegebene 
Verteilung dieser Gruppierungen ist in Analogie zu den bekannten 
Sterinen und dem Follikelhormon die wahrscheinlichste. 

Es besteht kein Zweifel dariiber, daB in dem Chlorketon ( 
ein Kunstprodukt vorliegt, das im Verlaufe der Harnaufarbeitung 
zum Androsteron entsteht; wiihrend des Arbeitsganges _findet 
2maliges Erhitzen des Harns, bzw. seiner chloroformldslichen 
Anteile mit Salzsiure’) statt, erst nach dieser Behandlung ist 
organisch gebundenes Chlor in den Extrakten nachweisbar. Uber 
die im Harn vorhandene Vorstufe des Chlorketons wird weiter 
unten zu sprechen sein. 


) Vgl. Ber. chem. Ges. 67, 1611 (1934). 
*) Vgl. Diese Z. 229, 173 und 175 (1934). 
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Die Formel (I) fiir das neue Sterinderivat lift an eine nahe 
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r sollte es méglich sein, das physiologisch unwirksame Chlorketon 


in Androsteron zu verwandeln; dabei ist Voraussetzung, da auch 
die sterische Anordnung in beiden Stoffen dieselbe ist. Es ist 
in der Tat méglich gewesen, die Verkniipfung der beiden Ketone 


1) Vgl. Diese Z. 229, 191 (1934). 
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experimentell durchzufiihren und dadurch wesentliche Beitriige zy 
Konstitution des Androsterons zu liefern. 


Die Uberfiihrung des Chlorketons C,,H,,OC] in Dehydro-androsterop, 


Wir versuchten zuniichst, das Chloratom unseres Sterinderivates 
durch eine Hydroxylgruppe zu ersetzen. Nachdem wiederholte Ver. 
suche zur direkten Verseifung des Chlorketons mit Alkali erfolelos 
waren, haben wir seinen Umsatz mit Alkalisalzen organische 
Siuren angestrebt, um die Hydroxylgruppe iiber eine Estergruppe 
in das Molekiil einzuftthren. Dabei hat sich die Verwendung yon 
Kaliumbenzoat besonders bewihrt. Eine Mischung von Chlorketon, 
Kaliumbenzoat und Benzoesiiure wurde in einer kleinen Bombe 
auf etwa 180° erhitzt; die Benzoesiiure, die in geschmolzenen 
Zustande bei 180° tiber 20°/, ihres Kaliumsalzes aufnimmt, dient 
als Lésungsmittel; wihrend der Reaktion liegt ein vdllig klares, 
braunrot gefirbtes, homogenes System vor. Nach dem Unmsatz 
laBt sich alles Halogen als Chlorion nachweisen und quantitativ be- 
stimmen. Als organisches Reaktionsprodukt faBt man in einer Aus- 
beute von 65°/, *) das erwartete Benzoat C,,H,,0O(0-CO- C,H, (II 
das in kaltem Alkohol fast unléslich ist und sich daher besonders 
leicht isolieren laBt; es schmilzt bei 250° (vgl. Fig. 3, Tafel IV). 

Nach der Auffindung dieses Esters haben wir den Umsatz 
mit Kaliumbenzoat wiederholt benutzt, um das Chlorketon aus 
dem rohen Spaltprodukt der ersten Semicarbazonfillung oder aus 
nicht krystallisierenden Mutterlaugen in Gestalt des Benzoates (II) 
abzuscheiden. Das genaue Studium des Reaktionsverlaufes fiihrie 
zu der Erkenntnis, daB in dem Rohspaltprodukt der Semicarbazon- 
fallung aus der ,,Petrolithercharge 10a y“ etwa 40°/, an Chlor- 
keton vorhanden sind’), 

Die Verseifung des Benzoates fiihrte zu einem einfach un- 
gesittigten Oxyketon C,,H,.0, (III), dem Dehydro-andro- 
steron; ihm kommt aus mehrfachen Griinden besonderes Interesse 
zu. Dehydroandrosteron enthilt 2 Wasserstoffatome weniger als 
Androsteron, krystallisiert in langen weiBen Nadeln, die bei 148° 
(unkorr.) schmelzen (vgl. Fig. 4 auf Tafel IV) und ist im Hahnen- 
kammtest physiologisch aktiv; die Einheit (K.E.) liegt bei 
etwa 600 7, d. h. es entfaltet etwa 25—33°/, der Wirksamkeit 


1 Uber die quantitative Auswertung dieser Reaktion und iiber die 
beim Umsatz neben dem Benzoat entstehenden Begleitstoffe vgl. Versuchsteil. 
*) Ansatz zur Errechnung dieser Zahl vgl. Versuchsteil. 
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des gesattigten Oxyketons, dessen K.K. zu 150—200 7 ermittelt 
‘yurde}). Das aus dem Chlorketon dargestellte Dehydro-andro- 
f .teron, iber das wir bereits im Frihjahr dieses Jahres kurz be- 
 yichteten?) war der erste Stoff mit der Wirkung des minn- 
jichen Sexualhormons, der auf chemischem Wege aus 
‘inaktivem Material dargestellt wurde. 


Es ist naheliegend daran zu denken, daB das als Kunstprodukt 


' azusprechende Chlorketon bei der Behandlung des Harns mit 
| Salzsiiure aus natiirlich vorkommendem Dehydro-androsteron ent- 
| steht. Wir haben daher diesen Stoff unter den Begleitern des 
' Androsterons gesucht. Herrn Dr. Tscherning ist in einmaligem 
| Versuch gelungen, aus einer Fraktion der ,,Alkoholcharge 10a 6“°) 
| eine kleine Menge an Dehydro-androsteron zu isolieren, die mit 
‘dem hier bereiteten keine Schmelzpunktsdepression gab. Wir 
| wollen in weiteren Versuchen kliren, ob und in welchen Mengen 
' Dehydroandrosteron unter den Begleitstoffen des Androsterons 
regelmaiBig vorhanden ist; iiber natiirliches Dehydro-androsteron 
'und iiber die Herkunft des Chlorketons werden wir nach dem 
 AbschluB dieser Untersuchungen berichten. 


Dem Dehydro-androsteron kommt fiir die Frage nach der 


| Beziehung der Keimdriisenhormone zueinander und ihrer Ent- 
 stehung aus den Sterinen besondere Bedeutung zu, da es in seinem 
| Sittigungsgrad zwischen dem Androsteron und dem Follikel- 
' hormon steht‘). 


Uherfiihrung des Chlorketons C,,H,,OCl in Androsteron. 
Nach dem Prinzip der Dehydro-androsteron-Darstellung ist 


' es uns auch gegliickt, das Androsteron selbst aus dem Chlorketon 
'des Miannerharns zu bereiten. Wir setzten das gesittigte 
| Dihydro-chlorketon C,,H,,OCl (IV) mit dem Kaliumsalz der 
| Essigsiiure um, indem wir das Halogenid 5 Stunden mit einem 
' Gemisch von Kaliumacetat und Eisessig auf etwa 180° erhitzten. 
' Auch bei diesem Versuch wurde das Halogen quantitativ als 
' Chlorion wiedergefunden, unter den organischen Umsetzungs- 


produkten fanden wir in einer Ausbeute von 20—65°/, 5) 





') Diese Z. 229, 180 (1934). 

*) Verh. dtsch. Ges. inn. Med., Wiesbaden 1934; Forschgn. u. Fortschr. 
1934, Nr. 20/22; Z. angew. Chem. 47, 563 (1934). 

*) Diese Z. 229, 176 (1934). 

*) Vgl. Verh. dtsch. Ges. inn. Med., Wiesbaden 1934; Mitteilungen des 
Géttinger Universititsbundes, November 1934. 

) Je nach den Versuchsbedingungen; vgl. Versuchsteil. 
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erwartungsgemiB das dem Dihydro-chlorketon entsprechende A ceta; 
C,,H,,0 -(OCOCH;) (V); es erwies sich in allen seinen Nigey, 
sohafion identisch mit Androsteron-acetat, zeigte de, 
gleichen Schmelz-(und Mischschmelz-) punkt von 161° (unkorr,, 
die gleiche optische Drehung [a]? = + 86,14° und die gleich, 
physiologische Aktivitat. Durch Verseifang mit Alkalilaug 
wurde aus Ain Acetat ein mit natirlichem Hormon in jeder 
Hinsicht identisches Androsteronpriparat dargestellt 

Die Bedeutung dieser Umsetzung ist groB: 1. Da das physio. 
logisch aktive Androsteron aus unwirksamen Vorstufen dargestell 
wurde, brachte diese Reaktion den ersten eindeutigen Beweis fi 
die Kinheitlichkeit des von uns isolierten Hormons: die physio. 
logische Aktivitat ist zweifelsfrei an das Androsteron 
genannte Oxyketon C,,H,,0, gekniipft. 

2. Da das (lidowoston C,,H,,OCl auf Grund seiner Kigen. 
schaften mit grofer Sicherheit als Sterinderivat erkannt wurde, 
ist der von uns fiir das Androsteron hergeleitete Formeltypus (V] 
weitgehend gestiitzt: die Sterinnatur des Androsterons er. 
scheint nicht mehr zweifelhaft. 


Uberfiihrung des Chlorketons in Androstanon und Androstan. 
Vergleich dieser Stoffe mit Atiocholanon und Atiocholan. 


Beim Umsatz des Dihydro-chlorketons mit Kaliumacetat ent- 
steht neben dem Essigsiiureester des Androsterons ein einfach un- 
gesittigtes Keton C,,H,.0, das in charakteristischen Blittchen 
vom Schmelzp. 104° krystallisiert (Fig. 5, Tafel V); seine Entstehung 
wird durch Abspaltung von Salzsiiure aus dem gesiittigten Chlor- 
keton oder — wahrscheinlicher — durch thermische Zersetzung 
des Androsteron-acetates unter den Bedingungen der Reaktion zu 
deuten sein. Die Ausbeute an diesem Keton, dem wir die (in 
bezug auf die Lage der Doppelbindung naturgem&B unsichere 
Formulierung (VII) erteilen, steigt mit der Reaktionstemperatur. 
Wir konnten bis zu 80°/, des Ausgangsmaterials in dieses Keton 
iiberfiihren. 

Das Auffinden des Ketons C,,H,,O hat Bedeutung fiir die 
analytische Konstitutionser mittlung des Androsterons: Fiir 
den Fall, da8 die Androsteronformel (VI) auch in Einzelheiten 
richtig ist und das Androsteron derselben sterischen Reihe an- 
gehért, wie die wichtigsten Gallensiiuren und das Pregnandiol, 
war zu erwarten, dai das aufgefundene ungesittigte Keton bei 
seiner katalytischen Hydrierung das Atiocholanon-(17) C,,H,,0 
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' |efern wiirde, sofern wihrend der Reaktion keine Anderungen an 
' asymmetrischen Kohlenstoffatomen vor sich gegangen sind. Das 
‘itiocholanon-(17) vom Formeltypus (VIII) ist als Abbauprodukt 
‘der Cholans’ure von Wieland, Schlichting und Jacobi!) er- 
‘halten worden und in seinen Kigenschaften bekannt. 


Durch vorsichtige katalytische Hydrierung gelang es uns, an 


die Doppelbindung des ungesittigten Ketons (VII) Wasserstoff an- 
Fmlagern. Das Dihydro-Derivat C,,H,,O (VIII) lieB sich ttber 
' sein Semicarbazon (Schmelzp. 263—266°) reinigen und wurde 
in gut ausgebilaeten sechseckigen Blattchen (Fig. 6, Tafel V) vom 
' scharfen Schmelzp. 122° (unkorr.) erhalten. Wir bezeichnen dieses 
sesiittigte Keton (VIII) als Androstanon; in ihm liegt mit Sicher- 
heit das sterisch unveriinderte Skelett des Androsterons vor, denn 
' durch Reduktion des Androstanons nach Wolf-Kishner erhielten 
' wir in quantitativer Ausbeute den gesittigten Grundkohlenwasser- 
| stoff des Androsterons, das bereits beschriebene Androstan?) 
C,,H,, vom Schmelzp, 50°. 


9° 32 


Aus den Angaben der Literatur!) war bereits ersichtlich, daB 
das Androstanon nicht identisch ist mit dem bei 105° 


-schmelzenden Atiocholanon-(17) gleicher Zusammensetzung. 


Wir haben uns auch durch einen direkten Vergleich beider Stoffe 


_ yon ihrer Verschiedenheit iiberzeugt. 


Im AnschluB an diesen Befund lieB sich auch die weiter- 


'gehende Frage entscheiden, ob das Androstan identisch ist mit 
' dem Grundkohlenwasserstoff der Gallensiiuren, dem Atiocholan, 
| C,H. Dieser Kohlenwasserstoff war nicht bekannt, er wurde 


10” oa 


' bereits vor 1 Jahre fiir unsere Zwecke von Frau Dr. Gladys 

| Emerson durch Reduktion des Atiocholanons-(17) nach Wolf- 

| Kishner bereitet. Der Grundkohlenwasserstoff der Gallensiuren, 

| das Atiocholan, krystallisiert aus Aceton in langen prismatischen 

| Nadeln vom Schmelzp. 78—80° (Fig. 8, Tafel V), er ist zweifel- 

los verschieden vom Androstan, das bei 50° schmilzt und 
in vollig anderem Habitus krystallisiert (Fig. 7, Tafel V). 


Diese Untersuchungen lassen einen wichtigen SchluB zu: 
Androsteron gehért mit Sicherheit nicht in die sterische 


Reihe der Cholansiure und des Pregnandiols. Auf Grund 


der Erfahrungen im Steringebiet wird man zunichst daran 
denken, daB das Androsteron in die an C, stereoisomere Allo- 


1) Diese Z. 161, 114 (1926). 
*) Diese Z. 229, 190 (1934). 
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cholansiurereihe gehért. Zur Priifung dieser Frage sind wir yy; 
der Darstellung des allo- Rktevhalamaias -(17) und des ally. 
Atiocholans beschiftigt; iiberdies versuchen wir die Synthey 
des Androsterons, Dehydro-androsterons und ihrer beschriebene, 
Halogenderivate aus Sterinen?) durchzufiihren. 


Der Inhalt der vorliegenden 3 Mitteilungen iiber Andy. 
steron stellt unsere bis zum April dieses Jahres  erzieltey 
Ergebnisse auf dem von uns mit groBer Miihe chemisch er. 
schlossenen Arbeitsgebiet dar. Alle hier erérterten positivey 
SchluBfolgerungen in bezug auf die Konstitution des Testikel. 
hormons sind zu ihrer Zeit in Vortriigen und kurzen Mitteilungey 
bekannt gegeben worden”), insbesondere die folgenden Befunde: 
Durch die Darstellung von Androsteron und Dehydro-andr. 
steron aus dem physiologisch unwirksamen Chlorketon wurde 
die Hormonnatur dieser Stoffe einwandfrei gesichert, die Mole. 
kularformel C,,H,,O, fiir Androsteron von jeder Unsicherheit 
befreit, die Sterinnatur des Androsterons experimentell festgestellt 
und damit die 1932 von uns aufgestellte*) Androsteronformel (V]) 
in ihrem Typus weitgehend gestiitzt. rst nachdem unsere 
Arbeiten diese Schliisse in bezug auf die Konstitution des 
Hormons zulieBen, haben wir fiir diesen Stoff die Bezeichnung 
Androsteron vorgeschlagen. 

In der Zeit zwischen der Drucklegung der voranstehenden 
I.—I]. Mitteilung und der vorliegenden LI. Veréffentlichung‘ 
ist die Frage nach der Konstitution des Androsterons durch 
2 Arbeiten von L. Ruzicka, M. W. Goldberg, J. Meyer, 
H. Briingger und E. Eichenberger’) entscheidend geférdert 
worden. Die Autoren vermochten durch oxydativen Abbau des 
epi-Dihydrocholesterins (IX) das 3-epi-Oxy-itio-allo- 
cholanon-(17) (X) darzustellen; dieser Stoff erwies sich nach 
eingehender chemischer und physiologischer Priifung als iden- 
tisch mit unserem Androsteron. Wir hatten selbst die 
Méglichkeit, die Priparate in bezug auf ihre physikalischen 
Konstanten zu vergleichen). Durch diesen wichtigen Befund ist 
der von unserem Arbeitskreis auf Grund analytischer Unter- 





) Vgl. Ber. chem. Ges. 17, 1611 (1934). 

*) Vgl. Anmerkung 2, S. 193. 

3) Z. angew. Chem. 46, 655 (1932). 

*) Vgl. die Eingangsdaten der 3 Mitteilungen. 
*) Helvet. chim. Acta 17, 1389, 1395 (1934). 
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suchungen aufgestellte Formeltypus fiir Androsteron 
bestitigt und dariiber hinaus in Kinzelheiten der Kon- 
_stitution und Konfiguration gesichert worden. Obwohl 
' durch diese Arbeiten ein gewisser AbschluB in bezug auf die 
| Konstitution des Androsterons erreicht worden ist, beabsichtigen 
| wir das oben aufgefiihrte, vor einiger Zeit in Angriff genommene 
| Arbeitsprogramm zu Ende zu fiihren, damit auch die analytische 
| Konstitutionsermittlung abgeschlossen ist und der Bau aller zum 
| Androsteron in Beziehung stehender Stoffe') geklart wird. 


In einem Punkt unterscheiden sich unsere Ansichten von 


denen der Schweizer Autoren; wir glauben, daB unsere in vielen 
| Mitteilungen niedergelegten Ergebnisse, die in den vorstehenden 
= 3 Arbeiten ausfiihrlich zusammengefaBt wurden, nicht das Urteil 


zulassen, daB das ,,Problem ... infolge der iiberaus schwierigen 


_ Tuginglichkeit des natiirlichen Androsterons in den Anfiingen 
| stecken blieb“*) und ,daB hier der seltene Fall der Konstitutions- 
_aufklarung durch Synthese eines ... Naturstoffes vorliegt, von 
' dem noch keine Kinzelheiten iiber die Konstitution bekannt 


waren“?), Nach unserer Ansicht hat die Konstitutionsermittlung 


des Androsterons den in vielen Fallen iiblichen Weg genommen: 





1) Interessanterweise ist das von uns hbeschriebene Dihydrochlor- 
keton, Schmelzp. 173° nicht identisch mit dem von L. Ruzicka u. Mit- 
arbeitern beschriebenen Stoff gleicher Zusammensetzung. [Helvet. chim. 
Acta 17, 1393 (1934)]. 

*) Helvet. chim. Acta 17, 1402 (1934). 
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die Richtigkeit einer auf Grund von analytischen Studien ay. 
gestellten, nur in Hinzelheiten unsicheren Formel ist durch ih» 
Synthese endgiiltig bewiesen worden. — 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und de 
Schering-Kahlbaum A.G. danken wir fiir die Férderung dieser Arbeit 
Der eine von uns (H.D.), hat der Studienstiftung des deutsche, 
Volkes und dem Ingenieurdienst E.V. fiir finanzielle Hilfe zu dankep, 


Beschreibung der Versuche. 
Darstellung des Chlorketons C,,H,,OCl aus Mannerharn. 


a) Abscheidung als Rohsemicarbazon: 30g der bei der Av. 
bereitung von Minnerharnextrakten auf Androsteron anfallenden ,,Petro- 
iithercharge 10a¥7'), die praktisch ohne physiologische Wirksamkeit ist 
werden auf dem Wasserbad mit 4 ccm Benzol digeriert, mit 300 ccm Petra. 
iither versetzt und nach einiger Zeit filtriert. Mit dem Niederschlag wird die 
Fallung in gleicher Weise wiederholt; die vereinigten Petrolitherlésungen 
werden im Vakuum auf 250 cem eingeengt und anschlieBend 10 mal mit 
etwa 100ccem 85°/,igem (mit Methanol vergilltem) Alkohol ausgeschiittelt. Die 
vereinigten alkoholischen Chargen hinterlassen nach dem Abdampfen uni 
Trocknen etwa 10g an alkoholléslichen Anteilen, die mit 5 g Semicarbazid- 
acetat in 70 cem absolutem Alkohol etwa 12 Stunden in einem Wasserbad 
so gelinde erwirmt werden, dafi wiihrend dieser Zeit das Reaktionsgut bis 
zur Sirupkonsistenz eingedickt wird. Nach dem Erkalten wird mit wenig 
gekiihltem Alkohol verrieben, abgenutscht und der auf dem Filter ge. 
sammelte Krystallbrei abwechselnd mit gekiihltem Alkohol, Ather uni 
heiBem Wasser gewaschen. Das so erhiiltliche Rohsemicarbazon stellt 
ein gelbliches, krystallines Pulver dar. Zersetzungspunkt um 240° Aus 
beute: 1—1,2 g. 

Das Rohsemicarbazon 1li8t sich durch Extraktion mit Propanol aus 
der Hiilse umkrystallisieren und ist in weifben Blittchen vom Schmelz- 
punkt 275° erhiiltlich (Fig. 1, Tafel IV). Zur Weiterverarbeitung wird das 
Rohprodukt verwandt. 

b) Spaltung des Rohsemicarbazons: 1g Semicarbazon wird in 
35 eem verdiinnter alkoholischer Schwefelsiure (10 cem_ konzentrierter 
H,SO,, 15 eem H,O, 75 cem C,H,-OH) oder in 85 cem alkoholisch-wiBriger 
Salzsiiure (50 cem konzentrierter HCl, 50 cem C,H,;-OH) unter Erwiirmen 
gelést und 15—20 Minuten auf siedendem Wasserbad erhitzt. Nach dem 
Verdiinnen mit Wasser wird mit Ather ausgeschiittelt, die itherische 
Lésung mit Bicarbonat und Wasser gewaschen, getrocknet und abgedampit. 
Das rohe Spaltprodukt (etwa 0,63 g) wird mit sehr wenig frisch destilliertem 
Athanol angerieben und durch Abkiihlen zur Krystallisation gebracht. Das 
sich abscheidende Chiorketon wird aus frisch destilliertem Methanol bis 
zum konstanten Schmelzpunkt von 156,5—157,5° (unkorr.) umkrystallisiert: 
es ist leicht léslich in Ather, Aceton, Chloroform, Dioxan, Essigester, 
léslich in Petrolither, schwer léslich in kaltem, leicht in heiBem Alkohol. 


!) Vgl. Diese Z. 229, 176 (1934). 
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F Das Chlorketon bildet langgestreckte Prismen (Fig. 2, Tafel IV), die bei 
j07!mm ab 110° sublimieren; es gibt eine Gelbfirbung mit Tetranitro- 
‘methan, entfirbt Brom-—Eisessiglésung, gibt eine positive Beilsteinprobe 


'ud in Essigsiureanhydrid mit konzentrierter Schwefelsiiure eine gelbe 
'Firbung, die schnell intensiv rosa wird. Ausbeute: bis zu 150 mg. 


4,880, 3,862, 2,787, 4,081, 4,567, 4,104 mg Subst.: 13,310, 10,505, 7,580, 


11,085, 12,490, 11,210 mg CO,, 3,50, 3,17, 2,18, 3,30, 3,64, 3,24mg H,O. — 
| 9482, 8,830 mg Subst.: 4,29, 4,01 mg AgCl. — 0,805 mg Subst. in 7,210 mg 
; Campher, 4 = 15,0°. 


C,,H,,0C! 


' Ber. C 74,35 H 8,87 Cl 11,53 Mol.-Gew. 306,68. 
PGet. ,, 74,40, 74,22 ,, 8,72, 9,19 5, 11,19, 11,23 Mol.-Gew. 298. 


74,18, 74,04 ,, 8,55, 9,05 
» 74,56, 74,49 ,, 8,92, 883 
Optische Drehung. 0,0145, 0,0158 g Subst. in 2 cem CHCl, 20°, 


P]=10em, « =+ 0,119, + 0,125, [a}?” = + 15,2% + 15,8°. 


Oxim. 40,6 mg Chlorketon wurden mit iiberschiissigem Hydroxyl- 


_aminacetat in alkoholischer Lésung erwirmt, nach dem Einengen der 
| Lisung wurde das Oxim durch vorsichtigen Wasserzusatz krystallin 
| gefillt. Schmelzp. 168—169°. Ausbeute: 42 mg. 


4,358, 3,975 mg Subst.: 11,330, 10,310 mg CO,, 3,440, 3,140 mg H,O. 


| — 4,780, 4,885 mg Subst.: 0,210, 0,179 cem N, (24°, 747 mm). 


C,,H,,ONCI Ber. C 70,90 H 8,78 N 4,36 
Gef. ,, 70,89, 70,73 ,, 8,83, 8,84 ,, 4,75, 4,61. 


Katalytische Hydrierung des Chlorketons. Das Chlorketon 


lit sich in alkoholischer oder in Eisessiglésung unter Verwendung von 
Palladiumkatalysator (Palladiummohr, Palladium-Bariumsulfat- oder Palla- 
' dium-Calciumearbonat-Katalysator) leicht hydrieren. Nach dem Absiittigen 


einer Doppelbindung wird auch die Carbonylgruppe angegriften und iiber- 
raschend leicht zur CHOH oder CH,-Gruppe reduziert; aus diesem Grunde 


| erweist es sich als zweckmiiBig, das gesiittigte Chlorketon als Semicarbazon 


‘Schmelzp. 285°) abzuscheiden, aus dessen Mutterlaugen sich die wasserstoff- 
reicheren Anteile der Hydrierung, die noch niher untersucht werden miissen, 
durch Absublimieren im Hochvakuum gewinnen lassen. 

Durch Spaltung des Semicarbazons mit verdiinnten Sdéuren gewinnt 
man das Dihydro-chlorketon C,,H,,OCI, das aus verdiinntem Alkohol 
in prismatischen Nadeln vom Schmelzp. 173° (unkorr.) krystallisiert, mit 
Tetranitromethan keine Farbreaktion und mit Essigsiureanhydrid und konz. 
Schwefelsiiure nur eine schwache Gelbfirbung zeigt. Ausbeute bis zu 95°/), 
besonders bei Verwendung des Pd-—CaCO,-Katalysators. 

4,435 mg Subst.: 12,040 mg CO,, 3,790 mg H,O. — 8,605 mg Subst.: 
3,810 mg AgCl. 

C,,H,,0Cl Ber. C 73,90 H 9,46 Cl 11,48 
Gef. ,, 74,03 ,, 9,56 ,, 10,95. 

Umsatz des Chlorketons 157° mit Kaliumbenzoat. 20mg des 
Chlorketons werden mit 100 mg Kaliumbenzoat und 300 mg Benzoesiiure 
als Lésungsmittel in einer Mikrobombe von 4 cm Liinge eingeschmolzen, 
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in einem HeiBluftbad 20’ auf etwa 200° und weitere 100’ auf etwa 15, 
(oder in einem Glycerinbad insgesamt 90’ auf 180°) erhitzt. Man erhjj 
eine vollig klare, braunrote Lisung, die beim Erkalten erstarrt. Der Inha), 
der Bombe wird in siedendem Alkohol gelést, mit Wasser versetzt und mj 
Ather aufgenommen. In der wiBrigen Lésung befindet sich Cl’, in de, 
iitherischen Lésung das in kaltem Alkohol fast unlésliche Benzoat de; 
Dehydro-androsterons, das aus Alkohol in Prismen vom konstante, 
Schmelzp. 250° (unkorr.) krystallisiert (Fig. 3 auf Tafel IV). 


4,849, 4,591 mg Subst.: 14,080, 13,000 mg CO,, 3,560, 3,350 mg H,0, ~ 
0,372, 0,274 mg Subst. in 3,730, 3,060 mg Campher: 4 = 11,3°, 10,2°. 
C,,H,,O0-CO,C,H;, Ber. C 79,53 H 8,22 Mol.-Gew. 392 

Gef. ,, 79,39, 79.35 ,, 8,23, 8,20 » 858, 351, 

Nach der oben gegebenen Vorschrift wurden 3 weitere Umsiitze durch. 
gefiihrt, an denen eine genaue Halogenbilanz (Titration nach Volhard 
und eine Bestimmung der Ausbeute an Benzoat durchgefiihrt wurde, w 
genaueren Einblick in den Verlauf der Reaktion zu gewinnen; das Ergebnis 
ist in Tab. I zusammengefaBt. 


Tabelle L. 





Verbrauch 
- iia an n/100- 
mg . . § mg AgNO, mg mg Ester- 
-Ben enzoe- z 
Subst. ' Cl (log f = Cl Ester | ausbeute 
zoat Saure 0,09668) 
ber. ecm gef. gef. 7. 
27,0 | 117,4 | 5182 | 3,12 6,80 8,01 | 23,2 67 
32,9 | 121,83 | 5340 | 3,80 8,15 3,61 26,8 63,5 
34,3 | 121,5 | 542,0 | 3,96 8,85 8,92 | 28,4 64,7 























Es ist ersichtlich, daB der Halogenumsatz nahezu quantitativ verliiuft, 
wenn man beriicksichtigt, daB die Halogenwerte nach Volhard bei kleinen 
Mengen stets etwas zu hoch ausfallen. Demgegeniiber ist die Ausbeute 
an Benzoesiureester durchschnittlich nur 65°/,; die restlichen Anteile liegen 
in Gestalt von ungesiittigten Stoffen vor, die noch zu charakterisieren sind. 


Tabelle IL. 








| des De 
| Erwiitt 
| Reaktic 


Einwage Assiieiate Theoretisch | Daraus errech- 
sn: ahenalt lie beim| 2" erwartende}| nete Menge 
. Ff cf an Ester beim Ester- an Chlor- o/, 
produxt Umsatz ausbeute ') keton 157° | 
mg mit K-Benzoat mg mg 
59 18,6 28,7 22,4 38 
64 22 33,8 26,4 41 
45 14,6 22,5 17,6 39 














1) Die tatsiichlich gewogene Ausbeute ist nach Tab. I zu 65°, an- 
genommen. 
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Der Umsatz des Chlorketons mit Kaliumbenzoat hat sich gut bewihrt, 


' ym das Chlorketon 157° direkt aus den Semicarbazon-Rohspaltprodukten 
cvgl. S. 202) oder aus Mutterlaugen als Dehydro-androsteron-benzoat zur 
 Abscheidung zu bringen. Die in mehreren Versuchsreihen bestimmten Aus- 
‘ peuten an Ester beim Umsatz von Rohprodukten lassen unter Beriicksichti- 
‘ gung des oben ermittelten quantitativen Reaktionsverlaufes den SchluB8 zu, 
| da8 in dem krystallisierten Rohspaltprodukt des Semicarbazons aus der 
,Petrolithercharge 10 ay“ etwa 40°/, an Chlorketon 157° vorhanden sind; 
_ygl. Tab. If. 


Verseifung des Benzoates: Dehydro-androsteron. Das Benzoat 


des Dehydro-androsterons vom Schmelzp. 250° li8t sich durch 2-stiindiges 
' Erwiirmen mit 2 n-methylalkoholischer Kalilauge verseifen. GieBt man das 
' Reaktionsgut in Wasser und kiihlt mit Eis, so fillt das Dehydro-andro- 


steron direkt krystallin aus; aus verdiinntem Aceton erhilt man es in 


' langen weiBen Nadeln vom konstanten Schmelzp. 148° (unkorr.) (Fig. 4 auf 
Tafel IV). Ausbeute: 40°/, an reinstem Produkt. Durch 10 stiindiges Er- 
| wirmen auf 40—50° mit Benzoylchlorid in Pyridinlésung liefert Dehydro- 
' androsteron das Benzoat vom Schmelzp. 250° zuriick. 


4,472, 5,168 mg Subst.: 12,915, 14,945 mg CO,, 3,870, 4,510 mg H,O, 


0,025, 0,021 mg Rest. 


C,H. ,0, Ber. N 79,08 H 9,82 
Gef. ,, 79,25, 79,22 ,, 9,74, 9,81. 


Physiologische Aktivitit: Dehydro-androsteron ist im Kapaunen- 


test aktiv, die Einheit*) liegt bei etwa 600 y; vgl. Tab. III. 


Tabelle ILL. 


-Physiologische Wirkung des Dehydro-androsterons (12. III. 34). 

















~ —" °/, Wachstum der 9/4 ify a 
: ier es Kammfliche «po | SChnittliches 
Dosis Nr. |Kapaunes Hochst Héochst- 
e 8.Tag  4.Tag |wachstum] wachstum 
155 2550 46 | 5,8 5,8 
300 y 36 2600 60 | 81 8,1 7,8 
70 2900 87 | 9,6 9,6 
215 2950 24,7 | 27,8 27,8 
600 y 236 2800 9,5 | 15,2 15,2 17,9 
66 3800 8,7. | 10,8 10,8 

















Umsatz des Dihydro-chlorketons 173° mit Kaliumacetat. Er 


| wurde durch 5stiindiges Erhitzen des Halogenids mit einem Gemisch von 


Kaliumacetat und Eisessig im Bombenrohr auf etwa 180° durchgefiihrt. 
Das Reagens wurde folgendermafen bereitet: Reinstes Kaliumacetat 


_ wurde in heiBem Eisessig gelést; nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur 
| und mehrstiindigem Stehen wurde die Lésung filtriert. Sie enthilt in 1 cem 
9.24006 g Kaliumacetat = 21,1 Gewichtsprozent: 


es 


’) Definition vgl. Diese Z. 229, 172 (1934). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XIX. 14 
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5 cem wiegen 5,7035 (D = 1,1407); nach dem Verdiinnen mit Wass, 
auf 200 cem verbrauchen 20 ccm zur Neutralisation gegen Phenolphthalej, 
87,50 cem n/5-KOH. 

Nach Vorversuchen wurden u.a. die in Tab. IV zusammengestellte, 
Umsetzungen vorgenommen, bei denen das Cl’ als AgCl gewogen wurd. 


Tabelle IV. 





es 

















- - mg Cl Cl 
8 8 Umsetzungs- berechnet gefunden 
Substanz K-Acetat produk als AgCl als AgC( 
123,1 960 , 56,7 57,7 
50,6 960 ey 233 224 
129,6 960 120,6 59,8 ne 
132,0 960 121,7 60,7 59,5 














Aus der Halogenbilanz ist zu entnehmen, daB der Umsatz quantitatiy 
verliiuft. Das halogenfreie Umsetzungsprodukt laBt sich aus dem Reaktion:. 
gut nach dem Wasserzusatz mit Ather ausschiitteln; die ‘itherische Lésung 
wird mit Bicarbonat und Wasser gewaschen und mit Natriumsulfat getrockne, 
Nach dem Verdampfen des Lésungsmittels hinterbleibt ein Rohkrystallisa, 
das einen unscharfen Schmelzpunkt von 125—160° zeigt. Es stellt eix 
Stoffgemisch dar, das leicht durch fraktionierte Sublimation im Hochvakuun 
zerlegt werden kann in ein ungesittigtes Keton C,,H,,0 (85—80°, 
und in Androsteronacetat (20—65°,). Die Ausbeute an Keton steigi 
auf Kosten des Acetates mit der Erhitzungsdauer und der Temperatur. 

Ungesittigtes Keton C,,H,,O. Es sublimiert bei 10~4 mm zwischa 
60—80°; bei 50° beginnt seine Sublimation bereits und es kann auch in 
guten Wasserstrahlvakuum bei 100° iibergetrieben werden. Das vorliegent: 
Keton krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in charakteristischen Plittchen 
vom Schmelzp. 104° (unkorr.), (Fig. 5, Tafel V). Ausbeute: 35—80°,, j 
nach den Bedingungen des Versuches. 


3,353 mg Subst.: 10,300 mg CO,, 3,090 mg H,O. — 0,232, 0,125 mg 
Subst. in 3,310, 2,180 mg Campher: 4 = 10,4°, 8,8° 
C,,H»,0 Ber. C 83,80 H 10,36 Mol.-Gew. = 272 
Gef. ,, 83,81 ,, 10,32 ‘ 270, 261. 


Das Keton geht durch Addition von Brom leicht in ein um 160 
schmelzendes Bromderivat iiber und liefert durch Umsatz mit Semicarbazit- 
acetat in wenigen Minuten ein schwer lésliches Semicarbazon vom Schmelz 
punkt 275°. 


Gesittigtes Keton C,,H,.O: Androstanon. 116,5 mg des unge 
sittigten Ketons vom Schmelzp. 104° wurden mit Palladiumkatalysator i 
Eisessiglésung hydriert. Der Umsatz des vom Lésungsmittel befreite 
Reaktionsproduktes mit Semicarbazidacetat in alkoholischer Liésung fiihrte 
zu einem bei 263—266° unter Zersetzung schmelzenden Semicarbazon, 43! 
bei der Spaltung mit verdiinnter Siure das Androstanon liefert: diest 
Keton krystallisiert aus verdiinntem Alkohol oder Aceton in schénen secb* 
eckigen Blittchen, die scharf bei 122° (unkorr.) schmelzen (Fig. 6, Tafel V 
Ausbeute: 70—80°/,. 
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3,633 mg Subst.: 11,005 mg CO,, 3,480 mg H,0. 
C,,Hs0 Ber. C 83,14 H 11,02 Gef. C 82,61 H 10,72. 
In den Mutterlaugen des Semicarbazons finden sich wasserstoffreichere 


'Derivate des Androstanons, die verfilzte Krystallisate darstellen, deren 
' Schmelzpunkt bis zu 156° gefunden wurde. Sie enthalten vorwiegend die 
dem Keton entsprechenden Alkohole, denn beim Umsatz mit kalter Chrom- 


giurelésung liefern sie einen weiteren Anteil an Androstanon. Ihre nihere 


| Charakterisierung steht noch aus. 


Androstan aus Androstanon. 38,5 mg Androstanon-semicarbazon 


wurden 16 Stunden nach Wolf-Kishner mit Natriumiithylatlésung im 


Bombenrohr auf 200° erhitzt; sie lieferten in theoretischer Ausbeute den 


' gesiittigten Grundkohlenwasserstoff des Androsterons yom Schmelzp. 49° 
| bis 50° (unkorr.). Er sublimierte bei 10~? mm und 70—80° und krystalli- 
'sierte aus Aceton in weiBen Blittchen (Fig. 7, Tafel V). Er ist identisch 
' mit dem aus Androstan-dion dargestellten Kohlenwasserstoff!); mit Atio- 
' cholan vom Schmelzp. 78—80° liefert er eine Depression von 15°. 


3,690 mg Subst.: 11,825 mg CO,, 4,030 mg H,0. 
C,H; Ber. C 87,59 H 12,41 Gef. C 87,40 H 12,22. 
Androsteron-acetat aus Dihydro-chlorketon 173°. Der Umsatz 


des Dihydro-chlorketons mit Kaliumacetat liefert neben dem ungesiittigten 
' Keton C,,H,g,O0, Schmelzp. 104°, das Androsteron-acetat’). Es setzt sich 
‘nach dem Absublimieren des Ketons bei 10~* mm ab 90° in gut ausgebil- 
deten Krystalldrusen im Retortenhals ab und 1aBt sich aus verdiinntem 
| Alkohol in Gestalt langer Nadeln vom Schmelzp. 160—161° erhalten. Es 
' zigt in allen Eigenschaften Ubereinstimmung mit dem Androsteron-acetat, 
das aus natiirlichem Androsteron bereitet wurde, gibt mit diesem keine 
_ Schmelzpunktsdepression, zeigt die gleiche optische Drehung und dieselbe 
_ physiologische Wirksamkeit. Ausbeute: 73°/). 


Physiologische Wirksamkeit des Androsteron-acetates aus 


 Chlorketon: 

















Tabelle V. 
Ge- °/, Wachstum der */) Durch- 
Datum Dosis png wicht Kammfliche mr tie 
19338 _ § |3. Tag/4. Tag |5. Tag | 6. Tag | wachstum 
2x tigi. 228 | 1910 0 1,7 17,3 —_ 
18. IX. | 2507 an{] 286 | 2130] 0 28 | 213] — 22,6 
4 Tagen 35 | 1840] 1,6 | 13,3 | 290] — 


9X. | 2507 an 2%] 138 | 2035 | 12,9 | 18,2 | 23,5 | 20,4 
2 Tagen 20 | 2400] 7,8 | 16,5 | 25,6} 29,8 


255 | 1830 | 11,6 8,7 | 18,1 |~16,0 
11, XT. | desgl. 359 | 1780 | 14,5 8,3 | 200] 14,5 17, 
351 | 1860 | 12,6 | 11,4 | 14,4 | 12,6 


27 | 165 | 2400 | 10,0 | 15,5 | 19,1 | 16,2 
24,1 


























') Diese Z. 229, 190 (1934). 2) Diese Z. 229, 185 (1934). 
14* 
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Optische Drehung. 20,2 mg in 2 ccm absolutem Alkohol, / = 10 cy, 
o = + 0,879 [a]2° = + 86,14° 


Verseifung des Androsteronacetates: Androsteron. [j,; 
Acetat wurde 2 Stunden mit tiberschiissiger 3n methylalkoholischer Kaj, 


lauge erwirmt; die Reaktionslésung wurde verdiinnt und mit Ather ay 
geschiittelt. Nach dem Verdampfen des Athers wurde der Riickstand hg 
110° (107? mm) vorsichtig destilliert und anschlieBend aus verdiinnte 
Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 178° (unkorr.). Unterschiede 2, 
Androsteron aus Minnerharn lieBen sich nicht nachweisen. 


2,280 mg Subst.: 6,570 mg CO,, 2,130 mg H,0. 
C,H 3,0, Ber. C 78,55 H 10,42 Gef. C 78,59 H 10,45, 


Atiocholan aus Atiocholanon-(17). Nach der auf Seite 9; 
angegebenen Methodik zur Darstellung von Androstan aus Androstang 
wurden 29mg Semicarbazon des Atiocholanons-(17)1) mit Natriumithyly 
behandelt. Es resultierte ein Kohlenwasserstoff, der aus Aceton umkr. 
stallisiert wurde. Schmelzp. 78—80° Ausbeute: 13 mg. Krystallform yg 
Fig. 8, Tafel V. 


3,256 mg Subst.: 10,45¢ mg CO,, 3,61 mg H,O. 
CioHss Ber. C 87,59 H 12,41 Gef. C 87,53 H 12,40. 


1) Diese Z. 161, 114 (1926). 
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Das Verhalten von Oxydationsmitteln 
gegentiber gereinigter Arginase. 


Von 


G. Klein und W. Ziese. 





(Aus dem Biologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., Ludwigshafen a. Rh., 


Werk Oppau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. September 1934.) 





Wir’) konnten vor kurzem zeigen, daf gereinigte Arginase 


sich anders verhalt als das Enzym in nicht gereinigtem Zustand. 
_Insbesondere ist es nach unseren Befunden das Verhalten gegen 
'Reduktionsmittel und gegen Sauerstoff, das in beiden Fallen ver- 
‘schieden ist. Roharginase ist nach den Ergebnissen von Edl- 
bacher und Mitarbeitern’) sehr empfindlich gegeniiber Sauerstoft. 
Wie wir mitgeteilt haben (a.a.O. Anmerkung 1), geht diese Sauer- 
_ stoffempfindlichkeit mit der Abtrennung bestimmter noch un- 
'bekannter Begleitstoffe des Enzyms vdéllig verloren, und es tritt 
-nun eher eine Empfindlichkeit gegen Reduktionsmittel in Er- 
scheinung, z. B. gegen gewisse die SH-Gruppe enthaltende Ver- 
| bindungen. Gereinigte Arginase erfihrt durch diese Verbindungen 
eine WirksamkeitseinbuBe, wihrend dieselben Stoffe Roharginase 
 aktivieren. Hier besteht also ein Antagonismus, der durch folgen- 
' des Schema ausgedriickt werden kann. 

















a , Roharginase 
Gereinigte Arginase (z. B. 70°-Saft aus menschl. Leber) 
| Vollig unempfindlich gegen moleku- | Gehemmtdurch Sauerstoff, ,, aktiviert“ 
laren Sauerstoff, gehemmt durch durch SH-Kérper und andere 
SH-Verbindungen Reduktionsmittel 


Wir haben nun die interessante Tatsache gefunden, daB ge- 
| reinigte Arginase nicht nur vollig unempfindlich gegen molekularen 
_ Sauerstoff ist, sondern geradezu durch Oxydationsmittel kriftig 
| aktiviert wird. Es geniigen in einem Spaltungsansatz von 7,5 ccm 
_ insgesamt 5 Tropfen folgender Lésungen, um Arginase bei p, 9 
| Stark zu aktivieren: 
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n/10 bis n/1000 Kaliumpermanganat 
0,1 bis 0,01°/, Wasserstoffsuperoxyd 
n/10000 Jod—Jodkali 

n/10 bis n/100 Kaliumpersulfat. 


Es ist nicht zweifelhaft, da8 sich noch weitere Beispiele ap. 


fiigen lassen. Die Wirksamkeit fallt in der angegebenen Reihep. 
folge. 

Werden die genannten Liésungen in stirkerer Konzentratig; 
angewandt, so treten Enzymschidigungen auf, wie man gut bein 
Jod—Jodkali verfolgen kann. Schon n/1000-Lésungen wirken hie 
vergiftend. 


Ks ist interessant, daB zur maximalen Aktivierung nur dic 
geringsten Spuren der Oxydationsmittel erforderlich sind, wiihreni 
bei der Aktivierung von ,,70°-Saft, also ungereinigter Arginas 
aus menschlicher Leber durch SH-Stoffe relativ sehr hohe Konzen. 
trationen der zugesetzten Stoffe erst den maximalen Effekt be. 
wirken. Letzteres ist zweifellos durch das von uns gefundene Er. 
gebnis zu erkliren, daB die Aktivierung durch SH-Stoffe als solche 
iiber Enzymbegleiter, eventuell Triger, erfolgt. Ob im anderen 
Falle die Vermutung geiuBert werden kann, daB die Aktivierun 
durch Oxydationsmittel sich auf das Enzym selbst richtet, ist bei 
der bekannten Lage unserer Kenntnisse zweifelhaft. 


Wir sprachen in unserer letzten Mitteilung aus, daB in den 
System ,,Cystein—Hisen—Arginase“ (natiirlich in Gegenwart von 
Sauerstoff), das besonders von E. Waldschmidt-Leitz und Mit 
arbeitern®) studiert wurde, ,,ein von dem System Cystein—Arginase 
volistiindig verschiedenes System“ vorliegt. Wir neigen nun der 
Ansicht zu, daB das erstere System als ein sauerstoffiibertragende: 
zu werten ist, also in den Mechanismus der Aktivierung durch 
Oxydationssysteme eingegliedert werden kann. Diese Ve- 
mutung, die wir zur Diskussion stellen, liegt deswegen nahe, weil 
in der Literatur sehr bekannte Beispiele eines solchen Wirkung:- 
mechanismus des gekennzeichneten Systems vorliegen). 

Zur ,,Aktivierung“ der gereinigten Arginase ist es nach unsere! 
Befunden nicht notwendig, da hier reversible Oxydo-Reduktions- 
systeme mitwirken, sondern auch irreversibel sauerstoffiibertragende 
bzw. dehydrierende Stoffe, z. B. starke Oxydationsmittel, wie H,0,, 
erfiillen denselben Zweck. Die mit gewissen noch unbekanntet 
Begleitstoffen behaftete, ungereinigte Arginase wird umgekehrt durch 
reduzierende Systeme aktiviert, wie durch Cystein, Ferrosalze unt 
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Verhalten von Oxydationsmitteln gegeniiber gereinigter Arginase. 2]1 


| Hydrazinhydrat*). Wenn es statthaft ist, diese in vitro gefundenen 
' Verhiltnisse auf das Geschehen in vivo zu iibertragen, so geht 
| daraus eine erstaunliche Regulationsméglichkeit des Organis- 
- mus fiir seine enzymatischen Prozesse hervor. 


Unsere Beobachtungen dirften klargestellt haben, dab die 


 Fermentbegleitstoffe einen bedeutenden Kinflu8 auf den groBen 
Bereich der enzymatischen Hemmung und Aktivierung ausiiben. 
' Das Aktivierungs- und Hemmungsproblem kann nur durch die 
' Betrachtung des Enzymsystems im weitesten Sinne erfolgreich 
| bearbeitet werden. Es ist u. E. nicht zweifelhaft, daB sich aus 
' den gemachten Beobachtungen fiir die Erforschung der enzyma- 
| tischen Vorgange in pathologisch veriinderten Geweben, die wir uns 
' mr Aufgabe gestellt haben, sehr zu beriicksichtigende Folgerungen 
 ergeben werden. 


Experimentelles, 
Tabelle 1. 


| Aktivierende Wirkung von Kaliumpermanganat, Jod-Jodkali, Wasser- 


stoffsuperoxyd und Kaliumpersvulfat auf gereinigte Arginase bei py 9,5. 


Ansiitze: 5cem n/10-Glykokollpuffer, enthaltend 25 mg Arginin, 2 ccm 


H,O + 5 Tropfen H,O, bzw. KMnO, n/100, bzw. Jod-Jodkali 
n/10000, bzw. Kaliumpersulfat n/10, bzw. H,O, 0,1°/,ig; dazu 
0,5 cem gereinigte Arginase. 
































°/, Spaltung des Arginins | °/, Akti- 
—_ ————— VESTER 
busatz am | nach 30 nach 60] nach 
ll Minuten 60 Min. 
OMMG 4.6 s e 4 — 12 28 — 
Kaliumpermanganat n/100. a — 4 24 100 > 250 
Kaliumpersulfat | a — | 20 46 + 64 
Jod-Jodkali njiog99 - + © © - — | 20 46 + 64 
H,0, 0,1°/, ig <a 1 41 + 46 
Cy stein **) an Stelle von 2ceem H, O — | 6 20 — 28 


Bemerkung: Bei vorstehenden Ansitzen ist eine ,,Inkubationszeit“ 
nicht angewandt worden; doch ist sie bei Variation der Substratmenge 
zweckmiBig. Aktivator und Substrat konkurrieren um das Enzym. 

Die Messungen dieser Tabelle sind colorimetrisch durch Probenahme 
von je 1 ccm, Verdiinnen auf 25 cem und Vergleich gegen den Standard 
durchgefiihrt worden. Wir haben jedoch eine groBe Reihe von Versuchen 
auch so analysiert, daB wir den entstandenen Harnstoff nach H. A. Krebs*) 
in der Warburgapparatur bestimmten. Es geniigen dazu Proben von 2 ccm 





*) Besonders starke Aktivatoren sind auch Hydroxylamin und Kalium- 


bisulfit (Anm. bei der Korrektur). 
**) Neutralisierte Lésung von 50 mg Cysteinchlorhydrat in 5 cem H,0; 
dayon 2cem angewandt. 
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aus den angegebenen Ansitzen. Man stoppt durch Einstellen in kochende, 
Wasser und arbeitet nach den Angaben des Autors. Die Genauigkeit jg 
bei geringstem Zeitverbrauch vorziiglich. 


Tabelle 2. 
Wirkung obiger Oxydationsmittel gegeniiber ,,70°-Arginase“. 





ee 

















°/, Spaltung des Arginins o/, Akti. 

vierung 

Zusatz am | nach 30/ nach 60 rita 

6 OE. lee aoa ww & | 6 | 17 ~— 
Kaliumpermanganat n/10 . . . - | 4 | 6 — 65 
Jod-—Jodkali n/10000 . . . . | 4 | 12 — 30 
ol a a Se : | 2 6 — 65 
Cystein an Stelle von 2 eem H,O — | a ft a4 +175 








Bemerkung: Der ,,70°-Saft wird nach unseren Befunden am 
vorteilhaftesten aus menschlicher Leber bereitet; zweckmiBig au; 
Sektionsmaterial das nach einem tédlich verlaufenen Unfall entnommen 
wurde. Bei tierischen Lebern findet man hiiufiger auch beim 70°-Saft nicht 
das reine Verhalten dieses Typs, sondern, bei mangelndem Vorhandensein 
der Begleitstoffe, den Typ der gereinigten Arginase. Wir sind mit der 
Aufklirung dieses Unterschiedes beschiiftigt. Man stellt sich zweckmiiig 
mehrere Priiparate her und benutzt zur Untersuchung ein solches, das 
durch Cystein und Hydrazin kriiftig aktiviert wird; dies wird dann auch 
regelmiBig durch Oxydationsmittel gehemmt. 
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Beitrag zur Spezifitat der Amylasen. . 
Einwirkung von Amylasen auf Oxyithylstarke. 


Von 


W. Ziese. 


(Aus dem Biologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., Ludwigshafen a. Rh., 


Werk Oppau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. September 1934.) 


Wir konnten vor langerer Zeit zeigen’), daS Fermente aus 


' dem Magendarmkanal der Weinbergschnecke, sowie aus dem Gersten- 
| malz Celluloseglykolather abbauen. Der Celluloseglykolither wurde 
' durch Einwirkung von Athylenoxyd auf Cellulose in Gegenwart 
' von Alkali dargestellt?) und unterlag dem Abbau in der Weise, 
' daB das ,.Molekil“ in gréfere Bruchstiicke zertriimmert, nicht aber 
' yollstindig bis zum Cellobiosederivat gespalten wurde. Das kam 
- zum Ausdruck dadurch, daB die Viscositit waifSriger Lésungen des 
_ Glykolithers in Gegenwart des Fermentsystemes stark erniedrigt 
' wurde, ohne daB ein erhebliches Reduktionsvermégen auftrat. 


Die vorliegende Mitteilung bringt nun Befunde iiber das Ver- 
halten von Amylasen gegen analog der Celluloseverbindung ge- 
wonnene Oxyiithylstirke. 

Ks wurde festgestellt, daB Fermentpraparate, welche «-Amylase 
enthalten, auch stets Oxyithylstirken unserer im Versuchsteil be- 
schriebenen Darstellungsweise (a. a.O. Anmerkung 2) angreifen. 


Der Angriff bezieht sich auch hier im wesentlichen auf die Bildung 
gréSerer Bruchstiicke, gegebenenfalls auf eine Dehydratisierung des 
 kolloiden Systems im Sinne von G. A. van Klinkenberg®). Wir 
_ konnten nur kleine, mit Sicherheit kaum meBSbare Zunahmen des 


Reduktionsvermiégens der Spaltungsansiitze beobachten, ein Befund, 


_ der in Anbetracht der Ergebnisse von Staudinger, die den Zu- 


sammenhang von Viscosititsabnahme und Verminderung der Ketten- 


lange betreffen, weiterer Bearbeitung wert wire, wobei man 


mit verdiinnteren Lésungen arbeiten miiBte. Trotz starker Ab- 
nahme der Viscositit konnten wir weiterhin keine nennenswerte 
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Verinderung des optischen Drehungsvermégens der Lésungey 
von Oxyithylstiirke beobachten. 

Wie erwihnt, finden wir den Angriff der substituierten Stirke 
durch solche Amylasepriparate, welche «-Amylase enthalten, womit 
in Anbetracht der Ergebnisse von E. Waldschmidt - Leitz‘ 
nicht bewiesen ist, daB die a-Amylase fiir den Abbau yer. 
antwortlich zu machen ist, da man nach diesem Forscher mit eine, 
neuen Knzym rechnen mu8, welches den ersten Angriff auf das 
Stirkemolekiil besorgt und von @- und #-Amylase verschieden ist, 

8-Amylase kommt als wirksames Enzym deswegen nicht iy 
Frage, weil wir fanden, daB dieses Ferment weder einen Viscositiits. 
abbau noch eine Zunahme des Reduktionsvermigens in Lisunger 
von Oxyithylstirke bewirkt. Das Substrat wird von #@-Any. 
lase nicht angegriffen, auch nicht, wie wir besonders unter. 
suchten, in Anwesenheit von Amylokinase. 

Die nach den Vorschriften von E. Waldschmidt-Leitz und 
Purr‘) aus Griinmalzextrakt dargestellte Amylokinase aktiviert 
dagegen den Abbau von Oxyiithylstirke durch Pankreasamylase 
in der Weise, daB auch bei p,, 5 ein kriiftiger Abfall der Viscositit 
wibriger Substratlésungen in Gegenwart von Amylokinase und 
Knzym bewirkt wird, wahrend ohne Amylokinase bei diesem p, 
nur ein bedeutend geringerer Effekt erzielt werden kann. Das 
Amylokinasepraparat war in Cellophanschliuchen dialysiert worden, 
doch 1a8t sich auch hier wohl die Méglichkeit einer Wirkung von 
Calciumphosphat nicht ausschlieBen. Beachtenswert ist jedenfalls 
die Tatsache, daB, sei es durch Amylokinase, sei es durch Salze, 
die darin enthalten sind, der erste Abbau der substituierten Stiirke 
aktivierbar ist. 

Die Ergebnisse stehen in Einklang mit den von G. A. van 
Klinkenberg (a.a.O. Anmerkung 3) gegebenen Deutungen der 
Wirkungsweise von «- und f-Amylase. -Amylase greift nach 
diesem Forscher Stirke dadurch an, daB schon primar gluco- 
sidische Bindungen gelést werden, wiihrend es bei der e-Amylase 
diskutiert wird, ob nicht ein mehr physikalischer Vorgang dem 
eigentlichen Aufbruch der glucosidischen Bindungen vorausgeht. 

Auf Grund des von uns festgestellten Tatsachenmaterials lassen 
sich gegen diese Ableitungen keine Kinwendungen machen. Es wiire 
also der mehr physikalische Vorgang, welchen wir beim Angriti 
a-amylasehaltiger Priparate auf Lisungen von Oxyiithylstirke 
beobachten, wobei unter ,,physikalischer Vorgang“ z. B. eine 
Dehydratation zu verstehen wiire. 
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Beitrag zur Spezifitit der Amylasen. 915 


Experimentelles. 


Oxyathylstarke. 100 g lésliche Stirke nach Lintner (Priparat von 
E. Merck) werden in 250 ccm Wasser aufgeschlimmt und dann in 500 cem 
9n-Natronlauge eingeriihrt. In die gebildete klare Lésung leitet man 
50 g Athylenoxyd gasférmig ein. Man lift bei Zimmertemperatur stehen, 
wobei schwache Erwirmung und Gelbfirbung eintritt. Wenn sich nach 


 etwa 2 Stunden eine neutralisierte Probe mit Jod—Jodkali nicht mehr blau, 


sondern (in hinreichender Konzentration) tief braun firbt, wird der Ver- 
such abgebrochen, indem man die Gesamtmenge neutralisiert und dann 


- solange im Cellophanschlauch gegen destilliertes Wasser dialysiert, bis 
_ kein Chlorion im Innern des Dialysators mehr nachweisbar ist. Volumen 


etwa 1,5 Liter. Man dampft in flacher Schale vor dem ,,Fén“ aut etwa 
400 cem ein, wobei die Lésung erheblich viscos wird. Es wird in 2 Liter 
96°/,igen Alkohols geriihrt, wobei sich das Priparat als zusammenhiingende 
elastische Masse abscheidet. Nun wird zweimal mit absolutem Alkohol 
yerrieben, wobei das Produkt pulverformig wird. Man saugt ab und 
wischt mit Alkohol und Ather, worauf man an der Luft und schlieBlich 
im Exsiccator trocknet. Ausbeute etwa 50 g; [a]2?2?= + 166,2° (@ = + 6,65; 
¢=2; l= 2). Relative Viscositéit der 5°/,igen Lésung bei + 37°= 8 15. 

Verhalten obigen Praparates gegen Speichelamylase. 5 ccm einer 
Lisung von Oxyithylstirke, die in 10 ccm 0,738 g Trockensubstanz des 
Substrates enthilt, versetzt man mit 5 ccm auf py 6,8 gepufferten Speichels 
1:100. Beide Lésungen wurden vor dem Vermischen sorgfiltig filtriert. 

Das Gemisch wurde im Ostwald-Viscosimeter bei 37,5°C sofort 
und nach je 15 Minuten auf Durchlaufsgeschwindigkeit gepriift (vgl. Tab. I. 


Tabelle LI. 
Speichelamylase und Oxyidthylstirke. 

















Priifung | Durchlaufs-| Relative Zugehériges optisches Drehungs- 
nach Min. zeit Viscositat veemogen 
Anfang . . 4°43" 5,85 am por [a]2°= + 166° 
15 Min. . . 8’ 21” 4,15 nach 1 Std. [a]?°=+ 167° 
80 Min. . . 3’ 02” 3,75 nach 24 Stdn. keine weitere Ver- 
45 Min, . . 2° 54” 3,60 iinderung 
iM... we” 3,37 











Ahbnlich yerhalten sich Fermentlésungen aus Pankreas (roh und ge- 
reinigt), aus ,,Takadiastase“ und aus Gerstenmalz; keine Kinwirkung wird 
erzielt bei Benutzung von #-Amylase aus ungekeimtem Weizen. 

Versuch mit Beobachtung des optischen Drehungsvermogens. 
Langere Dauer der Einwirkung von Speichelamylase auf Oxyathyl- 
starke. 10g Oxyithylstirke (lufttrockenes Priparat) werden in 100 ccm 
Wasser gelést. Dazu gibt man 2 ccm Speichel und laBt tiber Nacht im 
Thermostaten bei 87,5° stehen. Am nichsten Morgen versetzt man von neuem 
mit 2cem Speichel und la8t weitere 24 Stunden stehen. Nun wird filtriert. 
10 cem des Filtrates werden auf 50 cem aufgefillt und diese Lésung wird 
polarisiert. 


ee seg 108", 





25 == 4. 
tals 2+ 1,71 
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10 ecem der polarisierten Lésung enthielten 0,1708 g Trockensubstanz, 
Nach weiterer 18stiindigen Einwirkung von 0,5 g 6-Amylase findet man 


5,80 - 100 


[a] = + 2 = + 167°. 





Es ist keine Abnahme des optischen Drehungsvermégens feststellbar, 
Ein Parallelversuch mit Stiirke als Substrat ergab schnellen Abfall des 
Drehungsvermégens in den Ansatzlésungen. 


Prifung verschiedener Amylasen 
hinsichtlich Abbau von Oxyathylstarke, 
gemessen am Reduktionsvermogen nach Willstatter und Schudel. 
Ansatz (auch bei allen folgenden Versuchen) nach lac 10 cem 


5°/,ige A.O.-Stirke; 5 cem Citrat m/15; 1 cem n/1-Kochsalz; 5 ccm Enzyn- 
lésung. 


Citrat puffer; es wurde folgendes p,, eingestellt 
bei Malz: 6,0 bei Pankreas: 6,5 


» Speichel: 6,5 » Taka: 5,5. 
Enzymlésungen: 
Malzamylase nach R. Kuhn’). 
Pankreasamylase: gereinigt nach R. Willstitter, E. Wald 


schmidt-Leitz und A. R. F. Hesse’). 
Takadiastase: 3°/,ige Liésung’). 
Speichel: meist 1:10; menschliches Sekret. 


Ergebnisse mit Malzamylase. 
(Titration einer Probe von 10 cem nach Willstitter und Schudel.) 


Werte in cem n/10-Thiosulfat bei a von 10 ccm — Jod. 


























Keuteolle 
Hauptversuch ohne Enzym Kontrolle ohne Substrat 
0-Wert . . . 9,35 9,65 9,47 
o-. ..+» 9,60 9,50 
o-, .«... 9,59 9,50 
we | kx Ge 9,56 9,47 
Kontrolle mit Lintnerstirke 
O0-Wert . . . 9,03 9,50 9,50 
MW 4 ..s ae 9,36 9,50 
w-» «s+. 9,37 9,40 
o-, «+. 9,35 9,42 


Ergebnisse mit Takaamylase 


0-Wert . . . 9,28 — 9,45 ) Kontrolle ohne Enzym 
w-, «.. OR — 9,47 | hier und bei Pankreas- 
40- ,» ... 9,21 —_ 9,44 amylase wie 
60- ,, - 2 « 9,22 sae 9,40 J bei Speichelamylase 
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Kontrolle 


: Kontrolle ohne Substrat 
ohne Enzym 


Hauptversuch 














Ergebnisse mit Pankreasamylase 


0-Wert . . . 9,03 ~- 9,40 
‘aks, «se « OO — 9,34 
f 40’- 5, i a — 9,37 

60’- 55 ia « ee — 9,34 

Ergebnisse mit Speichelamylase 

0-Wert . . . 9,85 9,73 9,98 
-., t+ Be 9,70 9,96 
, 40- ,, iis Vl 9,70 9,98 
oe. 4 «ss Se 9,63 9,98 


Die Versuche zeigen also auch bei giinstiger Beurteilung 
nur eine sehr geringe Zunahme des Reduktionsvermégens. Ein 


 irgendwie deutlicher Effekt ist eigentlich nur bei der Pankreas- 
amylase in geringstem Ausma8 ersichtlichh Es wurden nun 
- unter. Variation des Darstellungsverfahrens andere Oxyithylstirke- 
_ priparate hergestellt; aber alle verhielten sich gleichsinnig. HKinen 


etwas héheren Abbau, jedoch auch hier wieder lediglich durch 
Pankreasamylase, erfuhr ein Priiparat, das unter Benutzung von 
n/10-Natronlauge und Athylenoxyd gewonnen war; doch besteht 
die Méglichkeit, daB hier im Starkekomplex einige Glucosereste 
nicht von der Oxiithylierung erfaBt wurden. 


Prifung von §-Amylase. Da die zahlreich durchgefiihrten Versuche 
bei Beurteilung nach dem Viscosititsabfall der Ansitze, nach der Zunahme 
des Reduktionsvermégens und nach der Anderung des Drehungsvermégens 
keine Abbaueffekte gegeniiber Oxyithylstirke im Gegensatz zu parallel 
ausgefiihrten Versuchen mit Lintnerstirke zeigten, kann auf die Wieder- 
gabe der Experimente verzichtet werden. 6-Amylase greift Oxyithyl- 
stirke nicht an. Unsere Fermentpriparate stellten wir uns nach den 
Angaben von van Klinkenberg aus ungekeimtem, aber vorgequollenem 
und dann wieder getrocknetem Weizen her. Das Korn wurde geschrotet 
und mit 50°/,igem Alkohol unter Riihren extrahiert. Den filtrierten Extrakt 
machte man 80°/,ig an Alkohol, wobei ein Niederschlag ausfiel, der wieder 
in 50°/,igem Alkohol gelést und aus 80°/,igem Alkohol umgefallt wurde. 

Py-Optimum. Das py-Optimum der Pankreasamylase in bezug auf 
den Abbau der Oxyiithylstirke wurde am Viscosititsabfall entsprechend 
eingestellter Substratlésungen bestimmt. In idhnlicher Weise wurde an 
Stelle von Oxyiithylstirke Lintnerstirke benutzt, wobei das p,-Optimum 
in bezug auf den Abbau dieses Substrates, gemessen am Viscositiitsabfall, 
hervorging. 

Die Optima beider Vorgiinge lagen etwa bei py 6,1 bis 6,3. 

Man findet 1., daB beide Substrate anniihernd beim gleichen py optimal 
von Pankreasamylase angegriffen werden, und 2., da8 das py-Optimum 
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des Viscositiétsabfalls ziemlich gut mit demjenigen der Maltosebildung, wie 
es van Klinkenberg fiir «-Amylase fand, ibereinstimmt. Sollte fj; 
den ersten Angriff auf die Stirke ein von o-Amylase verschiedenes Enzyy, 
verantwortlich zu machen sein, so ist hiernach bemerkenswert, da e; 
offenbar dasselbe py-Optimum besitzt wie a-Amylase. 


Zur Frage der Aktivatoren. Die Amylokinase stellten wir un; 
nach den Angaben von E. Waldschmidt-Leitz und A. Purr’) a. a, 0, 
her. Versuche, die Unangreifbarkeit der Oxyiithylstirke durch 6-Amylase 
mittels Zugabe von Aktivator aufzuheben, scheiterten, In unseren £-Fer. 
mentpriparaten waren auch die durch Amylokinase ergiinzten Katalysatorey 
gegentiber Oxyithylstirke unwirksam. 

Wir konnten jedoch in Ubereinstimmung mit den Befunden der Lite. 
ratur am Beispiel der Oxyiithylstirke feststellen, daB dieses Priiparat in 
Gegenwart von Amylokinase und Pankreasamylase bei pg 5 einen krif: 
tigen (Viscositits-)Abbau erleidet, wihrend ohne Amylokinase ein weit ge- 
ringerer Abbau eintritt. Einen entsprechenden Versuch gibt folgende 
Tabelle wieder. 








5 cem Oxyiithylstirke [5 cem Oxyiithylstirke 


10°/,ig, Py 5,15; 2,5 cem} in Wasser 10°/,ig; 5 com Orxyiithylstiirke 


10°/,ig; 2,5 cem Akti- 








Amylokinase in Citrat 2,5 cem Citratpuffer aeer te Kiteds dec, Gis 
Pu 5,15; 2,5 com Pankreas-| py 5,15; 2,5 cem Pan-| ‘9. rasa "i nN 
amylase (gereinigt) kreasamylase ’ - Wasser 











Messung der Durchlaufszeit im Ostwald-Viscosimeter 
am Anfang .. 2’47”5 2° 4574 2'45”8 
nach 30 Min. . 2’15’2 2°32” 2’ 445 








Die Herstellung der Amylokinase geschah ohne Anwendung von Phos- 
phatpuffer und die fertigen Lésungen wurden mehr als 24 Stunden gegen 
flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. 
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Uber pflanzliche Herzgifte. III. 


Abbau eines Genins der pilanzlichen Herzgifte 
zu einem Gallensaurederivat. 
Von 


R. Tschesche. 





(Aus dem Allgem. Chem. Institut der Universitat Gdéttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. September 1934.) 


Im vergangenen Jahre konnte ich mit H. Knick!) zeigen, 


' daB aus einem Genin der pflanzlichen Herzgifte, dem Uzarigenin, 
bei der Selendehydrierung ein Kohlenwasserstoff entsteht, der 
' nach der gleichen Methode auch aus den Sterinen und Gallen- 
siuren erhalten worden ist’), Fiir diesen Kohlenwasserstoft C,,H,, 


ist die Konstitution eines Methylcyclopenteno-phenanthrens (1) 
durch Synthese sehr wahrscheinlich gemacht worden’). In der 


| Zwischenzeit hat W. A. Jacobs die Selendehydrierung des Stro- 


phanthidins wiederholt*) und hat gefunden, daB auch aus diesem 


| Genin bei der Selendehydrierung Methyl-cyclopenteno-phenanthren 


entsteht. Friiher war ein anderer Kohlenwasserstofi erhalten 
worden, der von ihm als ein Dimethyl-phenanthren angesprochen 


wurde5), Damit hat die Annahme, daB den Geninen der pflanz- 
lichen Herzgifte das Kohlenstoffgeriist der Sterine und Gallen- 
| siuren zukommt, eine weitere Stiitze erfahren, und die von 


Jacobs (2) aufgestellte Strophanthidinformel ist unwahrscheinlich 


| geworden. Ein sicherer Beweis, daB den Geninen der Herzgifte 
| das Kohlenstoffgeriist der Sterine zukommt, ist aber erst dann 
' erbracht, wenn es gelingt, ein alicyclisches Abbauprodukt aus den 

Geninen der Herzgifte zu erhalten, das mit einem solchen der 
| Sterine oder Gallensiiuren identisch ist. Dann kénnen die Ergeb- 


nisse an diesen Stoffen auf die Genine der Herzgifte iibertragen 
werden, und es wire auch die Stellung der Seitenketten im Molekiil 
festgelegt, die bei der Selendehydrierung der Abspaltung unterliegen. 

Ein solcher Ubergang von den Geninen der Herzgifte zu 
den Gallensituren war méglicherweise dann zu verwirklichen, 
wenn die Lactonseitenkette der Herzgifte an der gleichen Stelle 
angreift, wie die Seitenkette der Sterine und Gallensiduren, also 
an C-Atom 17 des Gallensiuremolekiils. (3). Es miBte dann még- 


| lich sein, die Lactonseitenkette der Herzgifte bis zu einer Siure 
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CH, HC=O 
| | 
P. CH -. HC—oqu 
ee a “a 
7 CH, ‘ee i a I CH Ul, 
| | | | 
CH C — C=O be C-OH! C-OH® OH. 
HC C 7 O H,C II CH CH 
| | ! 
HC C CH HC CH 
CH CH 
1 2 


C,,H,,0, abzubauen, die mit der Athiocholansiure von Wieland! 
oder der Athioallocholansiiure, die noch darzustellen war, iden- 
tisch sein konnte*). Die gesittigten Lactone der Herzgifte haben 
die Zusammensetzung C,,H,,O,, es miissen also drei C-Atome 
aus der Lactonseitenkette entfernt werden, damit eine Siiure der 
gleichen Zusammensetzung wie die Athiocholansiure entsteht. 


20 1 22 
CH,—CH,—COOoH 
| 
HC14_CH,!° 
| 
CH, CH, CH 


H,C CH,CH ‘‘CH——15CH, 
“ae a .* 


: 10 
A B 
HC: OH? OH, 
4 ee all 
H, GH 


8 Cholansiiure. 


Als Ausgangspunkt fiir diesen Abbau wurden die beiden ge- 
sittigten Lactone @, und «, gewihlt, die aus Dianhydro-uzari- 
genin friiher erhalten worden sind’). Es gelang in beiden Ver- 
bindungen die Lactonbriicke durch energische Oxydation mit Chrom- 
sivre zu Offnen und zwei Dicarbonsiuren C,,H,,0, zu erhalten. Sic 
wurden iiber die Grignard-Verbindungen in die ditertiiren Car- 
binole iibergefiihrt, die der Oxydation mit Chromsiure unterworfen 
wurden. Es zeigte sich, daB aus beiden Siuren die gleiche Mono- 
carbonsiure C,,H,,0, entsteht und daB drei Kohlenstoffatome 
abgespalten werden. ‘Die Isomerie der Lactone «, und a, beruht 


*) In beiden Sduren ist die Seitenkette der Gallensiuren bis zu dem 
C-Atom verkiirzt worden, das unmittelbar an dem Ring D haftet. 
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‘auf verschiedener Lage des Wasserstoffatoms an dem C-Atom, 
1° & das bei der Oxydation zur Carboxylgruppe wird. Von diesem 
| Kohlenstoffatom muB eine Doppelbindung im Dianhydro-uzari- 
genin ausgegangen sein, an die bei der Hydrierung die Anlage- 
H, & yung des Wasserstoffs in verschiedener Weise erfolgt ist. Diese 

Tatsache steht in guter Ubereinstimmung mit der Formel von 

‘Jacobs fir die Lactonseitenkette der Genine, und der Abbau 

‘jst in folgender Weise zu formulieren (4—8): 





OH 
. gAc—c=O H,C——C=0 H,C——COOH H,C——-C=(R), 
See ee eee | 
n- — C=—CH HC——CH, HC——COOH HC——C=(R), COOH 
oe | —> | > | > | | > | 
| CH CH CH CH OH CH 
me BAY -™, Om, oom F tia 
™ CH, CH, CH, CH, CH, 
; | | | | | 
4 4) 6 7 8 
Einen ihnlichen Abbau haben Jacobs und Elderfield’) an einem 
Derivat des Strophanthidins vorgenommen, die sogenannte Dephanthansiiure 
| C,,H,.0, (nach Jacobs Formel 9) wurde iiber die Grignard-Verbindung 
‘in das tritertiiire Carbinol iibergefiihrt. Bei der Oxydation mit Chromsiure 
wurde eine um vier Kohlenstoffatome iirmere Siiure, die Dephanthsiiure 
' (,,H,.0,, erhalten. Dieser Abbau wurde so gedeutet, daB die Lactonseiten- 
'kette drei Kohlenstoffatome verloren hat, wihrend das vierte dem Abbau 
der dritten Carboxylgruppe entstammt, die aus Ring II hervorgegangen 
_ ist (10). Der Abbau entspricht also an der Lactonseitenkette der Reaktions- 
folge, die an den Lactonen aus Uzarigenin beobachtet wurde (4—8). 
: CH, CH, 
———— Ya meme em a 
1,——CH HC COOH HOOC HC CH, 
Z. | | I Ir | = ae 
0H COOH HC cH cH, — HC CH COOH 
e H,C CH CH H,C CH CH 
vo | II é | | Il | | 
oe —HC H— —HC——— CH— 
‘ 9 10 
eH Die beim Abbau der Lactone aus Uzarigenin erhaltene Siure 
“ (,9H,,0, erwies sich verschieden von der Athiocholansiiure von 
“ | Wieland, und es war notwendig, nun auch die entsprechende 
“ Athioallocholansaure darzustellen, die sich von der Cholansiiure 


tur durch die Isomerie am Kohlenstoffatom 5 unterscheidet. Als 
* Ausgangspunkt fiir diesen Abbau diente Hyo-desoxycholsiure, 

die sich nach Windaus’) leicht in Allocholansiiure iiberfiihren 
m —likt. Die Nor- und die Bisnorallocholansiure sind schon von 
Chuang!) und Fernholz") dargestellt worden; wurde der Abbau 
: Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXIX. 15 
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noch um eine Stufe weiter gefiihrt, so muBte die Athioallocholap. 
siure entstehen. Leider erwies sich die letzte Stufe des Abbay 
als auBerordentlich verlustreich und es gelang nur eine sehr kleine 
Menge der gewiinschten Athioallocholansiure zu gewinnen, die 
sich als ein Gemisch von Isomeren erwies. Als héchst schmelzen¢, 
Fraktion wurde eine Siure vom Schmelzp. 230° isoliert, die sich 
genau wie die Abbausiure C,,H,,O0, aus Uzarigenin verhielt unj 
mit ihr gemischt keine Schmelzpunktsdepression gab. Der Methy). 
ester schmolz ebenfalls bei 140° und gab mit dem Methyleste; 
der entsprechenden Siure aus Uzarigenin keine Schmelzpunkts. 
depression. Leider war die erhaltene Menge Alloithiocholansiure 
aus Hyodesoxycholsiure so klein, daB es bisher nicht miglic) 
war, die Identitit mit dem Abbauprodukt aus Uzarigenin villig 
sicher zu beweisen, ein neuer Abbau mit gréBeren Mengen Aus. 
gangsmaterial ist in Arbeit. Ks gelang, die Siiure C,,H,,0, aus 
Uzarigenin noch um eine Stufe weiter abzubauen und eine Siiure 
C,,H,,0, zu gewinnen, die isomer war mit der Athiobiliansiure 


30-4 
von Wieland. Bei der Brenzreaktion lieferte sie ebenfalls ein 


Anhydrid. 

Die Bildung der Dicarbonsiiure C,,H,,O, durch weiteren Ab- 
bau der Siiure C,,H,,0, aus Uzarigenin beweist, daB die Lacton- 
seitenkette der Herzgifte unmittelbar an einem Ring haftet und 
von ihm nicht durch weitere C-Atome getrennt ist, wie von Jacobs 
in seinen letzten Arbeiten angenommen worden ist. Neben dem 
Ringkohlenstoffatom, von dem die Seitenkette ausgeht, mul} eine 
CH,-Gruppe sich befinden, da sonst die glatte Oxydation zu einer 
Dicarbonsiure C,,H,,O, unter Verlust nur eines C-Atoms nicht 
moéglich erscheint. Dieses Ergebnis ist mit der Strophanthidin- 
formel von Jacobs nicht vereinbar, da in ihr in Ring [ keine 
CH,-Gruppe sich befindet, die zu einer Carboxylgruppe bitte 
oxydiert werden kénnen. 

Wenn die Annahme richtig ist, da& die Genine der Herz 
gifte das gleiche Ringskelett enthalten wie die Sterine und Gallen- 
siuren, so mu8 der vorher erwilinte Abbau der Dephanthansiue 
zu Dephanthsiure jetzt in folgender Weise dargestellt werden (11 u.12. 

In dem Kohlenstoffskelett der Genine der Herzgifte war 
noch die Lage der Sauerstofiatome zu bestimmen. Bekannilici 
unterscheiden sich die bisher genauer untersuchten Genine: Stro- 
phanthidin, Periplogenin, Gitoxigenin, Digitoxigenin und Uzar- 
genin nur durch die Zahl und die Stellung der Hydroxylgruppe, 
wihrend das Kohlenstoffgeriist in allen das gleiche ist”}%); das 
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CH, CH, CH CH——CH, 
a ili | | 
CH, COOH COOH 
| | | 
Hg Ho CH——CH, 
11 a all 
or 
| 


H,G 


H,C CH 
| 
H006 H,C CH, 
al 
CH, 


H,C CH, CH——-COOH 


ge ee 
HC C CH, 


C 
2 
12 Fe OP iti all 
HOOC CH CH 


Strophanthidin enthilt auBerdem noch eine Aldehydgruppe. Alle 
| aufgefiihrten Genine besitzen eine sekundire Hydroxylgruppe an 


gleicher Stelle, fiir deren Lage nur der Ring A des Gallensiure- 


| geriistes in Frage kommt. Windaus, Westphal und Stein’) 


haben gezeigt, daB der Ring, in dem die sekundire Hydroxylgruppe 


| des Gitoxigenins sich befindet, durch Oxydation zu einer Dicarbon- 
| siure gedffnet werden kann, die bei der Brenzreaktion ein Keton 
| liefert. Die gleiche Reaktionsfolge konnte auch bei einem Derivat 
des Uzarigenins verwirklicht werden"). Nun ist bekannt, da8 nur 
 Dicarbonsiéuren, die durch Aufspaltung von Ring A des Gallen- 


siure-Ringsystems entstehen, bei der Brenzreaktion Ketone ergeben, 


| nicht die Siuren aus Ring B, C oder D. Die sekundire Hydroxyl- 
| gruppe der Genine [(OH), von Jacobs] muf also im Ring A ihren 
| Platz haben. Ihre genaue Stellung ergibt sich aus den Arbeiten 
you Jacobs und Mitarbeiter4) am Strophanthidin. 


Wenn man die Ergebnisse von Jacobs am Strophanthidin 


und Periplogenin auf das Sterin- und Gallensiuregeriist iibertrigt, so 
| ergibt sich folgende Konstitutionsformel fiir das Strophanthidin (13). 


Die Aldehydgruppe des Strophanthidins muB am C-Atom 10 


| haften und nicht an C,,, nur so kénnen die Reaktionen erklart 
werden, die die Aldehydgruppe mit der sekundiren Hydroxyl- 
| gruppe (OH® von Jacobs) eingeht. Es handelt sich um die Bil- 


dung von Halbacetalen, wie sie im Oxydo-monoanhydro- und 


| dianhydro-strophanthidin (14)!5) vorliegen, ferner um die Lactone, 


15* 
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H,C—C=0O 
ae 
'*C=CH 
| 
CH, CH, CH 
in ea 
H,C'1 180 16CH, 
13 O—CH OH! | 
H,C | CH (oe isGH, 
le es ae 
Gre ‘CH 
ideas O- OH" ‘OH, 
il 
CH, wr, 


die aus diesen Verbindungen nach Verseifung durch Oxydation 
entstehen (15). Die tertiire Stellung der Carboxylgruppe an C,, 
in der Strophanthidinsiure 29 erklirt besser als die alte Formel (2) 
die schwierige Veresterbarkeit der Siiuregruppe, auch ist der Ester 
sehr schwer zu verseifen; in der Formel von Jacobs stand die 
Carboxylgruppe an einem sekundiren C-Atom. 

Die von Jacobs als (OH)* bezeichnete Hydroxylgruppe mu 
am C-Atom 5 ihren Platz haben, nach Oxydation der sekundiren 
OH-Gruppe (OH)? zu C=O tritt leicht Abspaltung als Wasser ein", 














C,H,0 HOOC 
| H,C | HC 
C | 0-0 | fa Ps, 2 
/ HC | HC / CH, | HC HCO 6UCté«SK 
a ae Pg ) | 
HO 0S HO 0608U)™C«S ss Y 
\ | | | lan ail ee 
\_c ©-oH cH, \—cC  0-OH GH, SH, | fH, 
Pe ee te ii tl 0—S—O 
CH, Of, CH, GH, 
14 15 O 16 


Auch die Bildung eines neutralen Sulfits }*) zwischen (OH)? und (OH)’ 
findet in der neuen Formel eine gute Erklarung (16). Bei dieser 
Anordnung der Substituenten in Ring A und B ist!) der Abbau 
des Anhydro-isostrophanthonsiiure-dimethylesters zu Undephan- 
thontrisiure-ester mit Ozon in entsprechender Weise zu formu- 
lieren wie der Ubergang des Cholestenons C,,H,,O in die Keto- 
siure C,,H,,0, 1%?) Unter intermediiirem Auftreten einer «-Keto- 
sure, die durch Aufsprengung der Doppelbindung entsteht, wird 
schlieBlich unter Weiteroxydation und Verlust von CO, eine um ein 
C-Atom irmere Siure erhalten. Nach Verseifung der Carboxylgruppe 
am C,, tritt eine freie #-Ketosiiure auf, die unter Verlust eines 
weiteren C-Atoms in die Duodephanthondisiure tibergeht (17—22). 
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Wird diese Oxydation anstatt mit Ozon mit KMnO, durch- 


| sefiihrt, so entsteht als Nebenprodukt eine Verbindung C,,H,,0,,, 


die analog wie das Nebenprodukt bei der Oxydation des Chole- 
In diesem Falle 
ist die Ringsprengung nicht zwischen ©, und C,, sondern zwischen 


 (, und C, erfolgt, die intermediir gebildete Oxysiure lagert sich 


- jn die Lactonsiiure um. 





| gleichzeitig verschwindet die Doppelbindung (24 u. 25). 
| Reaktion fiihrt zur Verlegung der Doppelbindung der Genine an 


ROOC | ROOC ROOC | 
H,C HC H,C | HC CH, CH 
wa ie 4 a a al Ft a OT 
F H,C CH H,C C CH H,C C CH 
| 1 —> | | | 
=C C CH, O=C c CH, O= C C CH, 
ig ee ten al a Ohigge Pal an a 
CH, OH CH, CH CH, CH OH CH, 
| 
17 18 OH 19 
ROOC ss! ROOC | 
H,C | HC CH, | CH 
a Ng “a al ee ie a cle 
H,C C CH H,C C CH 
ae | ce | | | 
o=C C=O OH, HOOC O=C CH, 
a a oll 
HOOC CH, CH, 
20 21 
| ROOC 
CH, CH CH, CH 
ie ie il a a il 
. He CH GH HG G CH 
- ; i | | 
HOOC O=C CH, O=C C CH, 
CH, O CH, 
22 23 COOH 


Die dritte Hydroxylgruppe des Strophanthidins OH' ist 
tertiirer Natur, fiir sie kommt C-Atom 14 in Frage, nur so kann 
die leichte Bildung der Isoverbindungen erklirt werden?!). Wird 


| in den Herzgiften durch Verseifung die Lactonbriicke gedffnet, so 


schlieBt sich der Ring beim Ansiuern nicht in der gleichen Weise 
wieder, sondern es entsteht neben dem eigentlichen Lactonring 
unter Kinbeziehung einer Hydroxylgruppe eine Lactolgruppierung, 
Diese 
C., und © 


io» die Entstehung zweier Isomeren durch Hydrierung 


des Dianhydro-uzarigenins, die sich durch die Asymmetrie von 
(,, unterscheiden, findet damit eine gute Erklirung. Die Aldehyd- 
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gruppe C,,, die in den Geninen in der Enolform vorliegt, ist auci, 
durch Darstellung eines Semicarbazons und Methylhalbacetals yo) 
Jacobs bewiesen. Bei der Verseifung der Lactongruppe gebey 
die Isoverbindungen Siuren, in denen die freigewordene Hydroxy]. 
gruppe als Lactol eines d-Hydroxyaldehyds erscheint (26). 

Mit der Stellung der OH-Gruppe I an C-Atom 14 ist ferne 
die Bildung des Pseudostrophanthidins so zu deuten, daB in diesey 
Falle die Halbacetalbildung der Aldehydgruppe an C,, nicht mit 
der OH-Gruppe an C,, sondern an C,, erfolgt ist (27). Das aus 


H,C—C=0O H.C—Ca0 
fa | >0 
C=CH HC—CH 
| | 
H,C CH, CH H,C CH, CH ,0 
ae at Oe A 
H.C G CH, —> 4H,C C / Ch, 
| | | | wa | 
HC I HC CZ cn, 
it fo ’-—6w—_e 
CH OH GH 
| 24 | 25 
H,C—C=0 
H,C—COOH ~~, 
—_ | 
a ~ CH, CH, CH 
H,C CH, | Fa saa Ho. HH ¢ ou “ou 
H,C C / CH, — | 
| LY | CH, | HO 0-0, 
HC C————CH, Yd a i il 
CH | | | 
| HO-C C-OH CH, 
26 CH, CH, 217 
H,C—C=0O H,C—C00 
| 
C=CH C— =| 
| 
H,C OH, Re H.C CH,C 0 
H,C G CH, H,G cw / OU, 
rie | HOOC _ | a" 
et ee H,c | HC C——H, 
noc | Dp Yp...¢8, a 
i. i. 4S H,6 C CH 
H,G CG CH | : : 
a 2 
HO-C C-OH CH, a ga 
Re ee CH, CH, 
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Strophanthidinsdure zu erhaltende Lacton?*) stellt sich dann nach 
| Formel 28 dar'*), diese Lactongruppierung ist verschieden von 
der, die durch Oxydation des Oxydo- anhydrostrophanthidins ent- 
' steht. DaB die OH-Gruppe an C, im Pseudostrophanthidin noch 
erhalten ist, geht aus der Gewinnung eines Monobenzoats hervor 
und ferner aus der Bildung einer Ketogruppe bei der Oxydation. 
 Ebenso ist OH? an C, nicht veriindert, da es leicht nach Oxydation 
' yon OH? zu C = O als Wasser abgespalten werden kann. 

: Die Strephanthidinsiiure besitzt die Formel 29, sie entsteht «-. 
' aus Isostrophanthidin durch Oxydation mit Hypobromity die Lactol- — 
| konfiguration der Isoverbindung wird in ein Lacton ibergefihrt. 
| Weiter tritt Oxydation der Aldehydgruppe an C,, zu Carboxyl ein. 7“* 


| | 
H,C CH, CH H,C CH, CH 





err hig | Po ig ee a Ne 
H,C G CH, HG C CH, 
| | | | | 
HC — HC (—=——CH 
uw. Pe 
CH OH CH 
| 30 | 3t 
| | 
H,C CH, CH H,C CH, CH 
ae vg wr a pe Sal es 
HC C CH, HG 1, 
| | | 7 4 
HC CO i HC CH CO 
ia il i 
CH CH O 
| 32 | 33 


DaB die Hydroxylgruppe, die fiir die Bildung der Iso- 
verbindungen verantwortlich zu machen ist, wirklich an C-Atom 14 


; ihren Platz hat und nicht etwa an C,, geht aus folgendem Abbau 
| von Jacobs!®2) hervor: Die OH-Gruppe I ist leicht unter der 


Kinwirkung von Siuren als Wasser abspaltbar, es tritt eine Doppel- 
bindung zwischen C,, und C,, auf; das Anhydro-dihydro-strophan- 


| thidin und das Anhydro-dihydro-digitoxigenin lassen sich tiber ein 


Glykol zu einer Ketocarbonsiure oxydieren, in der ein Ring ge- 
iinet worden ist. Bei der Hydrierung liefert diese Ketosaure 
leicht ein gesiittigtes Lacton, ein Zeichen, daB eine d-Ketosiure 


; vorgelegen hat. Der bei der Oxydation geéffnete Ring wird also 


wahrscheinlich ein Fiinfring gewesen sein. Diese Reaktionsfolge 
steht mit der neuen Formel und mit der Stellung der Hydroxyl- 
gruppe an C,, in guter Ubereinstimmung, da sonst bei der Ring- 
dffaung der Ring B hitte gedffnet werden miissen und dann eine 


” a 
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so leichte Lactonbildung wohl nicht zu erwarten gewesen wir 
(30—33). 

Die Hydroxylgruppen des Periplogenins sind, da sich Str. 
phanthidin vom Periplogenin nur durch die Aldehydgruppe unter. 
scheidet**) an C,, C, und C,, zu suchen; Digitoxigenin, das my 
zwei OH-Gruppen enthilt, trigt sie an C, und C,,, wihrenj 
Gitoxigenin sie an C,, C,, und die dritte OH-Gruppe an C,, enthiilt 
Die Lage der zweiten sekundiren Hydroxylgruppe des Gitoxigenins 
an ©,,, ergibt sich aus der Bildung einer Isoverbindung mit de 
Lactongruppierung, an der die tertiire Hydroxylgruppe an C,, nichi 
beteiligt ist, die tertiiire Hydroxylgruppe ist aus dem Isogitoxigenin 
durch Séuren noch leicht als Wasser abspaltbar. Die zweite, sekun. 
dire OH-Gruppe des Gitoxigenins muf daher in solcher Nachbar. 
schaft zur Lactongruppe stehen, dafi die Bildung einer Isoverbin- 
dung verstiindlich erscheint, die Stellung an C,, geniigt dieser An. 
forderung*®) (34, 35). Wird die sekundire OH-Gruppe an C,, m 
einer Ketogruppe oxydiert, so erweist sich das gebildete Keto 
leicht durch Siuren isomerisierbar, hervorgerufen durch die Nach- 
barschaft der CO-Gruppe zu dem Asymmetriezentrum C,,. 

Die beiden bei der Hydrierung des Gitoxigenins entstehenden 
Dihydroderivate «@ und f haben die Formeln 36 und 37, denn 
die a-Form gibt bei der Oxydation «-Oxodihydro-gitoxigenin, 
wihrend die #-Form eine Siiure C,,H,,0, liefert, die durch Oxy- 
dation der primiren OH-Gruppe an C,, entstanden ist. Daf 
die zweite sekundire OH-Gruppe an C,, zu suchen ist, geht ferner 
aus der leichten Abspaltung von OH' (an C,,) als Wasser hervor, 
wenn die OH-Gruppe an C,, in eine C=O-Gruppe verwandelt 
worden ist. 


H,C—C=0 H,C—C=0 
| SO | >0 
C=CH HC—CH 
|  ” 
CH, CH, CH H,C CH, CH O 
Pe a: =" a | -_" eo 
HC G CH—OH H,¢ i 
| | | 1 
HC ee CH —— | 
a ae 
CH OH H OH 
| 34 | 85 


Das Uzarigenin wird seine sekundire Hydroxylgruppe eben- 
falls an C, enthalten. Die zwei weiteren OH-Gruppen, die wahr- 
scheinlich tertiirer Natur sind, diirften wahrscheinlich in Nach- 
barschaft zueinander stehen; so wiire ihre leichte Abspaltbarkeit 
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qu erklaren. An C,, kann im Uzarigenin keine OH-Gruppe sitzen, 


| da das Uzarigenin sich nicht in eine Isoverbindung iiberfiihren 
 ‘ja6t*) Es kommen dann fiir die beiden OH-Gruppen nur noch 


die Stellungen 5, 8 und 9 in Betracht, von denen wohl 5 und 8 


qm bevorzugen sind. Ich werde diese Frage in weiteren Arbeiten 


gu kliren versuchen. 





H,C—C=O H,C—-C=O 
| | ™% 
HC—CH HO—CH,—CH \ 
| | O 
CH, CH, CH CH,CH,CH / 
H,G C CH—OH H,G C 
| | | | | | 
HC in HC 8 
™% ae % 
e OH Nt OH 
| 36 | 37 


Mit der hier entwickelten Konstitutionsformel der Genine 
der pflanzlichen Herzgifte sind einige der experimentellen Befunde 
yon Jacobs und Mitarbeiter nicht ohne weiteres in Einklang 
zu bringen. Es waren hier besonders zwei Punkte hervorzuheben, 
nimlich die Bildung eines Anhydrids zwischen der Carboxylgruppe 
an ©,, und der Carboxylgruppe C,,*%), ferner die Darstellung des 
Trianhydro-strophanthidins?"), das zweifellos einen aromatischen 
Ring enthalt, ohne daB bei seiner Entstehung Abspaltung eines 
C-Atoms erfolgt ist. Diese Punkte der Konstitutionsermittlung 


bediirfen noch weiterer Priifung™*). 


Ich danke der Notgemeinschaft der Wissenschaft fiir die Unter- 
stiitzung meiner Arbeiten und Herrn Dr. Braun von der Uzara-Gesellschaft 





*) In der ersten Arbeit iiber Uzarin war angegeben worden, daB sich 
dieser Stoff mit Alkali isomerisiert, das ist nach neueren Untersuchungen 
mit H. Knick nicht der Fall, jedenfalls ist auf dem iiblichen Wege keine 
Isoverbindung zu erhalten. 

**) Vor einigen Wochen hat G. A.R. Kon ohne jegliche Experimente, 
auf Grund der Arbeiten von Jacobs, Windaus und mir, eine Reihe von 
theoretischen Uberlegungen angestellt, die ihn zur Aufstellung einer Reihe 
von Konstitutionsformeln fiir Strophanthidin gefiihrt haben, unter diesen 
findet sich auch die hier angenommene. In ihren letzten Arbeiten haben 
Jacobs und Mitarbeiter auch Formeln fiir Strophanthidin in Erwigung 
gezogen, die mehr an das Kohlenstoffgeriist der Gallensiuren ankniipfen, 
aber noch Lactonseitenkette und Aldehydgruppe am gleichen Ring (von 
Jacobs mit I bezeichnet) enthalten. 
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in Melsungen herzlich fir die groBziigige Uberlassung einer groBeren 
Menge Uzaron*). 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Saure C,,H,,0, aus Lacton «, aus Uzarigenin. 
7g a,-Lacton wurden in 200 cem Eisessig gelést und 12 g Chromtrioxyd 
in 100 ccm Kisessig langsam innerhalb von zwei Stunden zugegeben. Die 
Reaktionsmischung wurde dann noch fiinf Stunden auf dem siedenden 
Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurden zu dieser Lésung 500 ecm 
Wasser hinzugefiigt und das Reaktionsprodukt mit Ather extrahiert. Die 
iitherische Lésung wurde mehrmals mit Wasser gewaschen, um die Essig- 
siiure zu entfernen und dann mit verdiinnter Natronlauge durchgoschittel:. 
Die alkalische Schicht wurde abgelassen, angesiiuert und die gebildete Siiure 
mit Ather ausgeschiittelt. Sie krystallisierte nach dem Abdampfen des Athers 
sofort. Die neutralen, in Ather gebliebenen Anteile werden einer zweiten 
und unter Umstinden dritten Oxydation unterworfen und so insgesamt etwa 
3g der Siiure C,,H,,0, erhalten. Nach dem Umkrystallisieren aus Eisessig 
schmilzt sie bei 245° unter Aufschiiumen. Sie krystallisiert aus Eisessig in 
Prismen mit spitzer Endigung. 


4,248 mg Subst.: 11,400 mg CO,, 3,600 mg H,O. — 0,200 g Subst.: 
10,4 eem n/10-KOH. 
C.3H;,0, Ber. C 173,18 H 9,62 M 376,3 
Gef. ,, 73,19 » 9,48 »» 384,6. 


Der Methylester wurde mit itherischer Diazomethanlésung bereitet. 
Er krystallisiert aus Methanol in glinzenden Blattchen vom Schmelz- 
punkt 160—162° 


0,0204 g Subst. in 2 cem Chloroform, /=1dm a= + 0,05°, [a]}” 
= + 4,9°. — 4,508 mg Subst.: 12,310 mg CO, und 4,070 mg H,0. 
C,,H,.0, Ber. C 74,30 H 9,97 
Gef. ,, 74,47 —,, 10,10. 


Darstellung der Saure C,,H,,0,. 2,2 ¢ Ester = Sdure C,,H3,0, 
wurden mit einer Grignard-Lésung umgesetzt, die aus 2 g¢ Magnesium und 
10 g Brombenzol in Ather bereitet worden war. Die 7 aeons: 
wurde nach Beendigung der ersten Reaktion nach fiinf Stunden auf dem 
Wasserbade weiter erhitzt. Die Grignard-Verbindung wurde in iiblicher 
Weise zerlegt, das erhaltene Rohprodukt wurde in 200 cem Eisessig gelést 
und sofort mit einer Chromsiiuremischung aus 5 g Chromtrioxyd in 100 cem 
Eisessig oxydiert. Die Oxydation wurde innerhalb von 5 Stunden auf dem 
siedenden Wasserbade zu Ende gefiihrt. 

Die Siure wurde iiber das in Natronlauge schwerldsliche Natriumsalz 
gereinigt. Durch Zerlegen des Natriumsalzes mit Mineralsiure und Aus- 
iithern wurde die Siure C,,H,,O, erhalten. Sie wurde zur weiteren Reinigung 
mehrmals aus Aceton umkrystallisiert und schmolz dann bei 228—230°. 
Ausbeute 300 mg. 


) Meiner Assistentin, Friulein Koschick, danke ich fiir ihre wertvolle 
Hilfe j tn der Aufarbeitung der groBen Mengen Schweinegalle, die zur Dar- 
stellung der Athioallocholansiiure notwendig waren. 





Er 








Tren 





Uber pflanzliche Herzgifte. III. 931 


3,122 mg Subst.: 9,050 mg CO, und 2,920 mg H,0. 


C, H,,0, Ber. C 78,88  H 10,60 
Gef. ,, 79,06  ,, 10,47. 


Der Methylester wurde mit itherischer Diazomethanlésung bereitet. 
Er krystallisiert aus Methanol in Nadeln, die bei 140—142° schmelzen. 


0,0240 g Subst. in 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
a = + 0,58°, [a]$9° = + 48,3° 


3,152 mg Subst: 9,130 mg CO,, 3,080 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 79,18 H 10,76 
Gef. ,, 79,00 10,93. 


Darstellung der Saure C,,H,,0, aus dem Lacton «, aus Uzarigenin. 
9g a,-Lacton wurden in gleicher Weise, wie es beim Lacton «, beschrieben 
worden ist, mit 15 g Chromtrioxyd in Eisessig oxydiert. Die erhaltene Siure 
schied sich in Form gallertiger Massen aus und wurde daher sofort durch 
Umsetzung mit dtherischer Diazomethanlésung in den Methylester iiber- 
gefiihrt. Der Methylester wurde aus Methanol umkrystallisiert, er ist leichter 
lislich als der Methylester der Dicarbonsiiure aus dem a,-Lacton. Er krystalli- 
siert in Nidelchen, die bei 106—107° schmelzen. Ausbeute 1,6 g. 


0,0200 g Subst. in 2 cem Chloroform, / = 1 dm, 
a = + 0,01 [a]i9° = + 1,0°. 


2,854 mg Subst.: 7,750 mg CO,, 2,570 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 74,20 H 9,97 
Gef. ,, 74,06 10,07. 


Darstellung der Saure C,,H,,0,. 1,5 g Ester der Dicarbonsiiure aus 
dem «-Lacton des Uzarigenins wurden mit einer Grignard- Lésung umgesetzt 
die aus 1g Magnesium und 5 g Brombenzol in 50 cem Ather bereitet worden 
war. Die Weiterverarbeitung geschah in der gleichen Weise, wie es bei 
der a,-Siiure beschrieben worden ist. Es wurden 250 mg Krystalle erhalten, 
die bei 230° schmolzen und mit der Siure C,,H,,O0, aus dem «@,-Lacton keine 
Schmelzpunktsdepression gaben. Es wurde auch der Methylester gewonnen, 
der ebenfalls bei 140—142° schmolz und mit dem Methylester der ent- 
sprechenden Siure keine Depression aufwies. 


Darstellung der Saure C,,H,,0,. 0,5 ¢ des Methylesters der Siure 
C,,H;,0, wurden mit einer aus 0,5¢ } Megnesim und 2,5 ¢ Brombenzol be- 
reiteten Grignard-Liésung umgesetzt. Das Reaktionsprodukt wurde noch fiinf 
Stunden auf dem Wasserbade weiter erhitzt und dann in iblicher Weise 
zerlegt. Das tertidire Carbinol wurde nicht isoliert, sondern sofort in 100 cem 
Eisessig gelést und mit 2g Chromtrioxyd in 30 cem Eisessig oxydiert. Nach 
6 stiindigem Erhitzen auf dem Wasserbade wurde das Reaktionsprodukt in 
250 cem Wasser gegossen und die gebildete Siiure mit Ather ausgeschiittelt. 
Die Atherschicht wurde mehrmals mit Wasser gewaschen und schiieBlich 
mit Natronlauge extrahiert. Die alkalische Schicht wurde angesiuert und 
die Siure C,,H,,O, mit Ather aufgenommen. Beim Abdestillieren des Athers 
krystallisierte die Siure aus und wurde aus Kisessig umkrystallisiert. Es 
wurden 60mg erhalten, die nach Sublimation im Hochvakuum bei 265° 


sich zersetzten. 
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2,943 mg Subst.: 7,650 mg CO,, 2,470 mg H,0. 
C.oHs,0, Ber. C 70,75 H 9,38 
Gef. ,, 70,89 »» 9,89. 


Anhydrid: 20 mg der Siure C,,H,,O, wurden mit 1 cem Essigsiiure. 
anhydrid tibergossen, das Essigsiiureanhydrid wurde mit freier Flamme yor. 
sichtig abdestilliert und der Riickstand im Hochvakuum bei 200° destilliert, 
Es wurden im Retortenhals Krystalle erhalten, die bei 186° schmolzen ung 
sich in Lauge unter Zuriickverwandlung in die Siure lésten. 


2,846 mg Subst.: 7,800 mg CO, und 2,390 mg H,O. 
C,,H,,05 Ber. C 74,93 H 9,27 
Gef. ,, 74,75  ,, 9,40. 


Athioallocholansaure. 4 g Bisnorallocholansiure-ester, dargestellt 
nach der Vorschrift von Fernholz"') wurden mit einer Grignard-Lésung 
aus 5g Magnesium und 25 g Brombenzol in der iiblichen Weise umgesetzt, 

Die Weiterverarbeitung geschah in der gleichen Weise, wie es von 
Wieland, Schlichting und Jacobi®) bei der Athiocholansiiure beschrieben 
worden ist. Es wurden 100 mg Siiure erhalten, die sehr oft aus Aceton um- 
krystallisiert werden muBten. Es wurden schlieBlich 10 mg Siure erhalten, 
die bei 230° schmolzen und mit der Siiure C,,H,,O, aus Uzarigenin keine 
Schmelzpunktsdepression gaben. Der Methylester wurde mit Diazomethan 
bereitet, er schmolz bei 140° und gab mit dem Ester der Siure aus Uzari- 
genin gemischt keine Schmelzpunktsdepression. 
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Uber pflanzliche Herzgifte. IV. 
Zur Konstitution des Trianhydro-strophanthidins. 


Von 


R. Tschesche und H. Knick. 


(Aus dem Allgem. Chem. Universitiitslaboratorium in Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. September 1934.) 


In der vorangegangenen Arbeit (3. Mitt.) wurde eine neue Formel 
fiir die Genine der pflanzlichen Herzgifte entwickelt, die zunichst 


im Widerspruch steht mit einigen Befunden, die Jacobs am 


Strophanthidin erhalten hat. Strophanthidin kann durch Ein- 
wirkung von Salzsiure iiber ein Monoanhydro- und Dianhydro- 
strophanthidin in eine Trianhydroverbindung tibergefiihrt werden, 
die keine acylierbare Hydroxylgruppe mehr enthalt und in der die 
Aldehydgruppe des Strophanthidins zur Bildung eines Oxydringes 


| yerbraucht ist. Das Trianhydro-strophanthidin enthilt vier Doppel- 


bindungen, von denen drei wahrscheinlich einem aromatischen 


| Ring angehédren (nach Jacobs Formel 1). In einer kiirzlich 
' erschienenen Arbeit von Elderfield und Rothen’) wird 


auf die Ahnlichkeit der Ultraviolettabsorption von Neoergosterin, 
das mit Sicherheit einen Benzolring enthilt, und Trianhydro- 


strophanthidin hingewiesen; durch diese Beobachtung wird die 


Annahme eines aromatischen Ringes in letzterer Verbindung ge- 
stiitzt. Ein Benzolring im Trianhydro-strophanthidin ist mit der 
neuen Strophanthidinformel (vgl. 3. Mitt.) nicht vereinbar, da die 
Aromatisierung eines der Ringe A, B oder C des Steringeriistes 
nur unter Wanderung eines der Substituenten an C-Atom,, oder 
C-Atom,, erfolgen kann. 


CH,—0 
| | 
C CH 
Pi i 
, ao—c ——o OC ©, 
| , % IT | 
wal CH ¢ Cc On, 
ig alll i sgl 
U H¢|60UGlté«GK,; 


1) J. of biol. Chem. 106, 71 (1934). 
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Wir haben, um die Konstitution des Trianhydro-strophan. 
thidins zu kliren, diesen Stoff mit konzentrierter Salpetersiiuy. 
oxydiert und haben dabei Benzol-1,2,3,4-tetracarbonsiure (Mello. 
phansiure) gewonnen, eine Siure, die nach der gleichen Methode 


| 90 
C=—= CH 
| 

H,C CH, CH 


nit, Ban "ae 1 °CH, 


| | 
2 / CH OC HC 50H 
\ HC? Cio 8G 
| | | 
Aull, 3c CH 
Ss or 6a 
CH, CH 


von Inhoffen?) aus Neoergosterin erhalten worden ist. Dieses 
Ergebnis stiitzt die Annahme von Jacobs, daB im Trianhydro- 
strophanthidin ein aromatischer Ring vorhanden ist, es ist aber 


nicht mit der Jacobsschen Strophanthidinformel vereinbar. Bei | 


der Oxydation wire nach Jacobs Benzol-hexacarbonsiure zu er- 
warten gewesen, da in seiner Formel sechs verschiedene C—C- 
Bindungen yon dem aromatischen Ring ausgehen. Wenn der 
Lactonring nicht an dem Ring | haftet, so hitte eine Benzol- 
pentacarbonsiiure entstehen miissen. Die Isolierung von Benzol- 


tetracarbonsiure beweist, daB nur vier C—C-Bindungen von dem | 


aromatischen Ring ausgehen, wie es die Formel 2 fiir Trianhydro- 
strophanthidin zeigt, in der in Stellung 6 und 7 zwei freie Wasser- 
stoffatome sich befinden. 


Wir sind der Ansicht, da8 der Ring B des Strophanthidins | 
zu einem Benzolring geworden ist und daf bei der Aromatisierung | 


eine Wanderung der Aldehydgruppe stattgefunden hat; weiter ist 


die durch Abspaltung der tertiiiren Hydroxylgruppe an C,, ent- | 


stehende Doppelbindung in den Ring B verschoben worden. Vor- 
ginge Ahnlicher Art sind bei Wasserabspaltungen schon in der 
Literatur beschrieben worden. Ob das C-Atom der Aldehydgruppe 
im Trianhydro-strophanthidin an das C-AtomI des Sterinkohlen- 
stofigeriistes getreten ist, ist unsicher, jedenfalls kann es nicht an 
dem Ring B seinen Platz haben, da es sonst als Carboxylgruppe 





') Liebigs Ann. 497, 130 (1932). 
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hitte gefaBt werden miissen. Eine weitere Stiitze fiir unsere 
Anschauung, daB bei der Bildung des Trianhydro-strophanthidins 
eine Umlagerung im Kohlenstoffgeriist stattgefunden hat, sehen 
wir in der Tatsache, da8 es bisher nicht gelungen ist, andere 
Anhydro-genine der Herzgifte zu aromatisieren. Weder das ‘T'ri- 
anhydro-periplogenin, das 4 Doppelbindungen enthilt, noch das 
Digitaligenin mit 3 Doppelbindungen lieBen sich zur Ausbildung 
eines aromatischen Ringes bringen, wahrscheinlich, weil die Methyl- 
gruppe an C,,, die in diesen Verbindungen an Stelle der Aldehyd- 
cruppe vorhanden ist, der Umlagerung stiirkeren Widerstand ent- 


segensetzt. 


Darstellung der Benzol-1,2,3,4-tetracarbonsiiure: 1 g Trianhydro- 
strophanthidin wurde mit 15 cem Salpetersiiure (D = 1,4) tibergossen und 
die Lésung in einem kleinen Erlmeyerkolben 14 Stunden lang zum gelinden 
Sieden erhitzt, von Zeit zu Zeit wurde die verdampfte Siéure ergiinzt. Beim 
Abkihlen krystallisierte Benzol-tetracarbonsiiure aus, sie wurde abgesaugt 
und mit Diazomethan in den Methylester iibergefiihrt. Aus Methanol wurden 
Nadeln erhalten, die bei 133° schmolzen und mit einer Probe synthetischen 
Benzol-1, 2,3,4-tetracarbonsiiure-methylesters keine Schmelzpunktsdepression 


gaben. 
3,976 mg Subst.: 7,86 mg CO,, 1,69 mg H,0O. 
C,,H,,05 Ber. C 54,17 H 4,55 Gef. C 53,91 H 4,76. 


Ich danke der Firma C. F. Boehringer & Séhne, Mann- 
heim-Waldhof vielmals fiir die Uberlassung einer gréBeren Menge 
Strophantin. 
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Beitrag zum Problem des Vorkommens von Oxyvalin 
als Baustein von Eiweifikérpern. 


Von 


Emil Abderhalden und Kurt Heyns. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. S.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1934.) 


Verschiedene Forscher (Schryver, Buston und Mukherjee, 
Gortner und Hoffmann, Brazier, Czarnetzky und Schmidt) 
haben iiber das Vorkommen von Oxyvalin als Baustein von Hiweib- 
stoffen berichtet!). Der Nachweis des Vorliegens der genannten 
Aminosiiure ist an sich unzulinglich gefiihrt. So ist nicht versucht 
worden, die isolierte Siure durch Reduktion in die zugehirige 
Aminovaleriansiure iiberzufiihren und auf diesem Wege ihre Kon- 
stitution zu ermitteln. Wir haben zunichst «-Amino-f-oxyiso- 
valeriansiure (-Oxyvalin) und w-Amino-f-oxy-n-valerian- 
siiure (@-Oxynorvalin) synthetisch dargestellt!), und ihre Kigen- 
schaften mit jenen verglichen, die die genannten Forscher fiir die 
von ihnen gewonnenen Produkte angeben. Es ergab sich keine 
Ubereinstimmung (weder bei den Verbindungen selbst, noch bei 
Derivaten). Wir haben nun weiterhin den Versuch unternommen, 
die erwihnte Aminosiure durch Hydrolyse von EiweiB zu gewinnen, 
und zwar gingen wir von Zein aus. Wir hielten uns in allen 
Einzelheiten genau an die von Brazier gegebene Vorschrift”). 
Zur Hydrolyse kamen 800 g Zein. Vom Analysengang erwihnen 
wir nur die Punkte, die in Zusammenhang mit der Gewinnung 
des sogenannten Oxyvalins stehen. Ferner suchten wir jenes 
Produkt zu gewinnen, das von Brazier als Prolyl-phenylalanin 
bezeichnet worden ist. Ein Beweis, daB8 diese Verbindung vor- 
gelegen hat, findet sich in der Arbeit von Brazier nicht. Ks 
ist nur eine Elementaranalyse angegeben; eine Hydrolyse der 
Verbindung mit Nachweis der Bausteine fehlt, ebenso der Nach- 
weis, welche der beiden angenommenen Aminosiuren die Carboxyl- 
gruppe besaB. Wir haben an der Stelle (Fraktion B 2 bei Brazier, 





') Vgl. Lit. bei Abderhalden u. Heyns, Ber. chem. Ges. 67, 530 (1934). 
*) Biochemic. J. 24, 1188 (1930). 
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Kupfersalze léslich in Wasser und in Methanol) die erwihnte 


| Verbindung nicht angetroffen. Es schieden sich auch nach lingerem 
' Stehen der Lésung keine Krystalle ab. Bei ihrem Einengen zur 


{rockne und Aufnahme in Wasser blieb jedoch ein Anteil un- 


: gelist. Nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Alkohol—Wasser 
' und schlieBlich aus Alkohol wurden feine Nadeln erhalten, deren 


Analysenwerte von den von Brazier fiir die von ihr isolierten 


Verbindung angegebenen nur wenig abweichen. 


3,097, 3,329 mg Subst.: 2,380, 2,538 mg H,O, 7,355, 7,905 mg CO,. — 


| 3,307, 7,085 mg Subst.: 0,823 (23°, 755 mm), 0,707 (23,5°, 762 mm) cem N,. 


C 64,77, 64,76 H 8,60, 8,53  N 11,50, 11,52 
vegeniiber ,, 63,8 y 1,29 10,7. 


Bei dem von uns isolierten Kérper fiel die Ninhydrinreaktion 
negativ aus, dagegen war die Anhydridreaktion (m-Dinitrobenzoe- 
siure) positiv; ferner war die Millonreaktion schwach positiv. Es 
handelte sich somit um ein Dioxopiperazin. Nach Aufspaltung 


| wit Schwefelsiure (12 stiindiges Kochen mit 25°/,iger H,SO, unter 
| RiickfluB) und ihrer Entfernung mit Baryt gewannen wir Tyrosin 
| Millonreaktion positiv, 7,98°/, N), Leucin (10,2°/, N [@]?? = — 6,9° 


in Wasser) und Prolin (léslich in Alkohol, 12,30°/, N), und zwar 


' ineinem ungefiihren Mengenverhiltnis 1 Tyrosin/1 Leucin: 2 Prolin. 
Das isolierte Anhydrid bestand somit aus einem Gemisch von 


Tyrosyl-prolinanhydrid und Leucyl-prolinanhydrid. Nach 
Gstiindigem Stehen des Anhydrids mit n-Natronlauge und an- 


schlieBender Neutralisation mit n-Schwefelsiure, Eindampfen zur 


Trockne und Ausziehen mit Alkohol wurde eine Substanz erhalten, 
ie 9,84°/, N und 5,10°/, NH,—N enthielt. Sie ergab positive 
Ninhydrinreaktion und Millonreaktion. Es lag ofienbar Tyrosyl- 
prolin baw. Prolyl-tyrosin vor (berechnet 10,06°/, N und 
),03°/, NH,—N). Nach Isolierung der Verbindung in festem Zu- 
stand léste sich das Dipeptid kaum mehr in Alkohol. Es konnte 
von geringen Mengen beigemischten Prolins durch Verreiben mit 


Alkohol befreit werden. 


0,0357 g Subst. neutralisierten nach Kjeldahl] 2,51 cem n/10-H,SO,. — 
00312 g Subst. gaben nach van Slyke 1,45 cem N, (24°, 766 mm). 


Gef. ,, 9,85 —B,28. 


Das zweite zu erwartende Dipeptid Leucyl-prolin bzw. Prolyl- 
leucin vermochten wir wegen Substanzmangels nicht zu identifizieren. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXIX. 16 


988 Emil Abderhalden und Kurt Heyns, 


Das Filtrat vom Anhydrid wurde unter vermindertem Druck zum Sirup 
eingedampft und dieser mit Aceton mehrfach verrieben, bis die Substan, 
schlieBlich aus einer feinkérnigen Masse bestand. Sie wurde im Vakuyp. 
exsiccator tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Die Aminosiiuren wurden dan; 
im Morser zu einem feinen, trocknen Pulver verrieben und dieses mit abgo. 
lutem Alkohol mehrfach ausgekocht. Die alkoholischen Lésungen wurde, 
solange zur Trockene verdampft und wieder mit Alkohol aufgenommen, }j 
alles gelést wurde (Fraktion B 2,i nach Brazier). Die in Alkohol nich 
léslichen Aminosiiuren (Fraktion Be 2, ii nach Brazier) wurden in Waggse 
gelést, wobei ein Riickstand nicht erhalten wurde. Die Fraktion wurd 
dann nochmals durch Kochen mit frisch gefilltem Kupferoxyd in die Kupfer. 
salze verwandelt und die Lésung zur Trockne verdampft. Wir iiberzeugtey 
uns dann, daB die Kupfersalze bis auf einen sehr geringen Riickstand 
(er erwies sich nach der Entfernung des Kupfers als 'Tyrosin) in Methyl. 
alkohol léslich waren. Der Methylalkohol wurde unter vermindertem Druck 
abgedampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen und durch Schwefel. 
wasserstoff entkupfert. Die freien Aminosiiuren wurden durch Eindampfen 
zur ‘Tl'rockne gewonnen und als leicht hygroskopisches, gelbliches Pulver 


nach Trocknen im Vakuumexsiccator erhalten. Der Stickstoffgehalt betrug | 


11,6 °/, in Ubereinstimmung mit der Angabe yon Brazier. Zur weiteren 
Trennung wurden die Zinksalze dargestellt (vgl. hierzu Brazier). Bei 
Verwendung von frisch gefilltem Zinkhydroxyd besteht die Gefahr der 
Beimengung von anorganischen Salzen, da aus Zinksulfat- oder Zinkehlorid- 
lésungen mit Natronlauge, Bariumhydroxyd oder Ammoniak immer basische 
Sulfate oder Chloride mitentstehen, die dann in die Lésungen der Amino- 
siure—Zinksalze verschleppt werden. Wir gewannen die Zinksalze daher 
durch 2stiindiges Kochen der wiBrigen Losung der Aminosduren mit einem 
UberschuB yon basischem Zinkcarbonat, wobei glatte Umsetzung erfolgte 
Die Lésung der Zinksalze wurde dann nach Filtration von unverindertem 
Zinkcarbonat zur Trockne verdampft, der Riickstand bei 110° getrocknet 
und im Mérser fein gepulveri. Die trockenen Zinksalze wurden dann wieder- 
holt mit Alkohol extrahiert. Der weitaus gréBte Teil blieb ungeldst. Nach 
Entfernung des Zinks in diesem alkoholunléslichen Anteil durch Einleiten 
von Schwefelwasserstoff, Filtration durch Tierkohle und Eindampfen unter 
vermindertem Druck wurde eine klebrige Masse erhalten, die sich nach 
Granulierung mit Aceton als in der Hauptsache aus Valin bestehend erwies. 
dem Glutaminsiiure beigemengt war. Bei wiederholtem Eindampfen und 
wieder Aufnehmen des alkoholischen Extraktes mit Alkohol zeigte sich, dai 
ein grober Teil von zuniichst glatt in Lisung gegangenen Zinksalzen im 
Grunde genommen doch unléslich waren. Dieser Befund bestiitigt die so 
oft gemachte Erfahrung, daB die Eigenschaften yon Aminosiuren und in 
gleichen MaBe die ihrer Kupfer- oder Zinksalze bei Vorhandensein von Ge- 
mischen derart stark verindert sind (besonders in Hinsicht auf die Léslich- 
keitsverhiiltnisse), daB eine Trennung und Fraktionierung derartiger Gemische 
durch Lésungsmittel, wie sie Brazier u. a. ausgefiihrt haben, sehr erschwert, 
ja vielfach ganz unmdglich ist. Der schlieBlich in Alkohol lésliche Anteil 
wurde nach Abdampfen des Alkohols in Wasser aufgenommen und mit 
Schwefelwasserstoff unter Zusatz von etwas Ammoniak vom Zink befreit. 
Vom Zinksulfid wurde abgesaugt und das Filtrat unter vermindertem Druck 
zur ‘T'rockne verdampft. 
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Wahrend bei Brazier etwa ein Drittel der Substanz in 
Alkohol léslich war, erhielten wir bei der 3 fachen Menge an 


| Ausgangsmaterial statt 15 g nur etwa 2 g freier Aminosiure in 
| dieser fraglichen Oxyvalinfraktion. Die Substanz war jedoch 


nicht einheitlich, Geringe Mengen Anhydrid wurden durch 
Alkoholextraktion entfernt. Beim Versuch, die Substanz aus 
Wasser zu reinigen, wurden noch Spuren von Leucin ab- 


geschieden. Der verbleibende Anteil war ein leicht gelb gefarbtes, 


amorphes Pulver, das weder duBerlich, noch nach dem Geschmack 
irgendwelche Ahnlichkeit mit Oxyvalin besaB. AuBerdem ent- 
hielt das Produkt 1 Mol Wasser, das im Toluolbad iiber Phos- 


| phorpentoxyd im Laufe von 2 Stunden entfernt werden konnte. 


Bei der Analyse ergaben sich 46,83 °/, C, 8,40°/, H, 10,51 °/, N. 
Da der Aminostickstoffgehalt nach van Slyke nur 5,51°/, be- 
trug, lag ein Dipeptid vor. 

3,315 mg Subst.: 2,486 mg H,O, 5,692 mg CO,. — 0,0234 g Subst. ver- 
brauchten nach Kjeldahl 2,43 eem n/10-H,SO,. — 0,0216 g Subst. gaben 
nach van Slyke 1,05 cem N, (22°, 745 mm). 

C,,Hy50;Ne°1 H,O (278,19) 
Ber. C 47,45 H797  N 10,07  NH,-N 5,04 
Gef. ,, 46,83 ,, 840  ,, 10,51 » thd 

Der gréB8te Teil der Substanz (0,8 g) wurde nunmehr mit 
25°/,iger Schwefelsiure durch 10stiindiges Kochen unter Riick- 
fu8 total hydrolysiert, die Schwefelsiiure mit Baryt entfernt und 
das Hydrolysat fraktioniert krystallisiert. Es zeigte sich, daB 
Leucin und Glutaminsiure die Bausteine des Dipeptides dar- 
stellten. Das erstere wurde identifiziert durch Analyse und Drehung: 

3,508, 4,388 mg Subst.: 3,060, 3,914 mg H,O, 7,016, 8,729 mg CO,. — 
3,099 mg Subst.: 0,290 cem N, (korr., 26°, 771 mm). 

C,H,,0.N (181,11) Ber. © 54,97 H 9,99 N 10,69 
Gef. ,, 54,55, 54,26 ,, 9,76, 9,98 ,, 10,84. 
[a]24° = — 0,13-8/2-0,053 = — 3,7 °. 


Das Filtrat vom Leucin bildete beim Eindampfen einen Sirup 
mit dem fiir Glutaminsiure charakteristischen Geschmack. Nach 
Stehen im Vakuum iiber P,O, und Verreiben mit Alkohol wurde 
die Substanz als briiunliches, etwas hygroskopisches Pulver er- 
halten und war offenbar noch nicht ganz rein. 

0,0300 g Subst. verbrauchten nach Kjeldahl 2,08 cem n/10-H,SQ,. 





C;H,O,N (147,8) Ber. N 9,50 Gef. N 9,71. 
fa}22° = t i oes 


16* 
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Es lag demnach ein aus Glutaminsaure und Leuci, 
aufgebautes Dipeptid vor. Beim Versuch, durch Benzoylierung 
der freien Aminogruppe des Restes des Dipeptids (0,4 g) und nach. 
folgender Autspaltung der OC-NH-Bindung durch 10°/, ige Schwefel. 
siure AufschluB iiber die Stellung der Bausteine zu erhalten, er. 
gab sich, daB auch die Benzoylgruppe abgespalten worden way. 
Das Hydrolysat bestand aus Benzoesiiure (durch Alkohol aus dey 
Reaktionsgemisch abgetrennt), ferner aus Leucin und Glutamip. 
siure. Da Benzoylleucin gegen 10 °/,ige Siure ziemlich bestiindig 
ist, Benzoylglutaminsiure dagegen nicht), kann angenommen werden, 
daB Glutaminséure die freie Aminogruppe und Leucin die Car. 
oxylgruppe des isolierten Dipeptids trug, d. h. daB Glutaminyl. 
leucin vorlag. 

Benzoylverbindung C,,H,,O,N (361,2). 38,7 mg Subst. verbrauchtey 
nach Kjeldahl] 2,18 cem. 

n/10-H,SO, Ber. N 7,75 Gef. N 7,89. 

Ks konnte somit in jener Fraktion, die Oxyvalin 
enthalten sollte, dieses nicht aufgefunden werden. Wir 
betrachten das Problem der vorliegenden Untersuchung natiirlich 
nicht als erledigt, wir werden vielmehr mit Hilfe anderer Methoden 
nach noch unbekannten Aminosiiuren und insbesondere Oxyamino- 
siuren, deren Vorkommen im Kiweif noch unzureichend gestiitzt 
ist (es gilt dies auch fiir die Oxyglutaminsiiure), fahnden. Aus 
einer sehr groBen Erfahrung heraus muB8 davor gewarnt werden, 
das Vorkommen yon neuen Kiweifbausteinen und auch von Poly- 


peptiden bzw. Dioxopiperazinen auf Grund bloBer fraktionierter | 


Krystallisation ohne ausreichende Identifizierung mitzuteilen. Die 
Beeinflussung der Léslichkeit der EiweiBabbauprodukte in Ge- 
mischen ist eine groBe und bedingt, da leicht Tauschungen ent- 
stehen. Hervorgehoben sei noch, dai} ein Gemisch von Glutamin- 
siure und Valin zu Analysenwerten fiihren kann, die mit denen 
des Oxyvalins iibereinstimmen. 


!) Vgl. E. Fischer, Ber. chem. Ges. 32, 2451 (1899). 
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Zur enzymchemischen Methodik. 
Von 


Richard Willstiitter und Margarete Rohdewald. 


(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akad. der Wissenschaften zu Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. September 1934.) 


Als wir bei den Pankreasenzymen vor zwolf Jahren von der 
Annahme ausgingen, ,daB den enzymatischen Wirkungen gewisse 
hestimmbare Enzymmengen zugrunde liegen“, begegneten wir wie 
einer Warnungstafel dem wohlberechtigten Satz von A. Kiesel?): 
,Erstens wird der quantitative Vergleich verschiedener Objekte 
und Individuen in bezug auf Fermentgehalt unrichtig, da wir 
nur auf Grund der fermentativen Wirkung eine Vorstellung iiber 
die Quantitit des Ferments bekommen, die fermentative Wirkung 
aber von den Beimengungen héchst beeinflu8t wird. Zweitens 
kénnen die anwesenden fremdartigen Korper der Tatigkeit des 
Ferments einer zum Angriff dargebotenen Substanz gegenitiber 
hinderlich, einer anderen gegeniiber aber ohne EinfluB oder sogar 
behilflich sein.“ In der Tat windet sich der Weg oft durch ein 
Labyrinth von Klippen, von Unstimmigkeiten und Widerspriichen. 
Durch ihre Beriicksichtigung drohen die Abhandlungen schwer- 
fillig und uniibersichtlich zu werden. Aber man darf den Un- 
stimmigkeiten nicht ausweichen, die Abweichungen nicht tiber- 
gehen oder ausglitten. Der scheinbare Fehler von heute wird 
morgen Ausgangspunkt einer neuen Arbeit. Der Widerspruch, 
den man zu verstehen lernt, ist eine Entdeckung. 

Den Einflissen der Begleitstoffe, aktivierenden und hemmenden, 
konnten wir auf verschiedenen Wegen Rechnung tragen: sie lieSen 
sich, wo sie am stérendsten waren, wie bei den lipatischen Kn- 
zymen, durch Bestimmungsmethoden mit ausgleichender Akti- 
vierung oder ausgleichender Hemmung iiberwinden, und sie konnten 
in vielen Fallen durch Steigerung der enzymatischen Reinheits- 
grade abgeschwacht werden, vor allem durch Methoden der Ad- 
sorption+«und Elution. Indessen trat im Laufe unserer Arbeiten 
mehr und mehr zutage, daB auBer durch Fremdstoffe, und viel 
mehr als durch sie, Schwierigkeiten und Schwankungen der Enzym- 
bestimmungen, unerwartete, von den Kolloiden bedingt werden, 


1) Diese Z. 118, 284 (1921/22). 


/ 
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die durch Partialaffinitét mit den eigentlichen Katalysatoren 7; 
,Symplexen“’) verbunden sind. Nach unserer Vorstellung setzj 
sich ein Enzym aus einer aktiven Gruppe und einem kolloidey 
Trager zusammen, so daB durch ihre,,S ynergie“?), namlich durch dic 
Wechselwirkung ihrer Affinititsfelder, das katalytische Reaktions. 
vermégen der spezifischen Gruppe entweder hervorgerufen oder 
gesteigert wird. Diese Annahme hat sich zu einer uns unenthehy. 
lich scheinenden Theorie entwickelt, die viele Erscheinungen an! 
verschiedenen Gebieten einheitlich zu erklaren erlaubt und ihney 
Rechnung zu tragen erméglicht. 


Einflisse des kolloiden Trigers, 

Auf die Bedeutung des kolloiden Trigers fir die Reaktions. 
fihigkeit und andere Eigenschaften der Enzyme sollen im fol. 
genden neue und Altere Beobachtungen zuriickgefiihrt werden, 
also nicht auf Begleitstoffe, sondern auf Komponenten der eigenen 
Symplexe. Neue Befunde treten durch die einheitliche Erklarung 
mit vereinzelt stehenden und unausgewerteten Anomalien in ilteren 
Arbeiten in Zusammenhang. Schon 1921—23 richtete sich die 
Aufmerksamkeit auf die Einfliisse der kolloiden Komponente. In 
der Arbeit ,,Uber die einheitliche Natur der f-Glucosidase des 
Emulsins“ vermochten R. Kuhn, H.Sobotka und R.Willstiatter’ 
die gewaltigen Ausschlige der Zeitwertquotienten bei den Wir- 
kungen von Emulsinpriparaten auf verschiedene Substrate aut 
die Divergenz der Affinitaéten zuriickzufiihren. ,,Diese Diver- 
genzen diirften nicht auf eine von Emulsin zu Emulsin ver- 
schiedene Struktur der aktiven Gruppen zuriickzufihren sein. 
Das ahnliche Verhiltnis, in dem bei jedem Enzymmaterial die 
Einzelaffinititen zu einander stehen, spricht dafiir, daB nur ihre 
Reaktionsfihigkeit variiert. Sei es, daB von verschiedenen Pflanzen 
verschiedene kolloide Triger fiir die spezifisch wirksame Gruppe 
ausgebildet werden, sei es, dafi Assoziationen am kolloiden Triger 
fiir die Reaktionsfihigkeit von Bedeutung sind...“ Die An- 
nahme variabler kolloider Traiger in Enzymsymplexen noch weiter 
zu vertolgen, dazu nétigte die Unterscheidung von lyo- und desmo- 
—— Und folgerichtig fihrten letzthin E. Bamann und 


1) Vgl. Diese Z. 225, 103 (1934) und zwar S. 109. 
*) ,.Lebensvorgiinge und technische Methoden“, Gastvortrag in Wien 
Osterreich. Chemikerzeitung 32, 107 (1929) und zwar S. 111. 
*) Diese Z. 129, 33 (1928). 
4) Diese Z. 203, 189 (1931) und zwar S. 206; 204, 181 (1981/32); 221, 
13 (1933); 208, 258 (1932); 218, 77 (1933); 221, 202 (1933). 
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p,Laeverenz') in ihrer Abhandlung iiber pankreatische lyo- 
und desmo-Lipasen aus, daB die Zusiitze der ,,ausgleichenden 
Aktivierung“ nicht die durch Verinderung des Enzymkomplexes 
pedingten Unterschiede auszugleichen, nicht den KEinfluB der 
Siruktur des kolloiden Traigers auszuschalten vermégen. LEinige 
der in unseren friiheren Arbeiten verzeichneten Erscheinungen, 
die sich auf reversible und irreversible Denaturierung und auf 
andere Verainderungen der kolloiden Enzymtriiger zuriickfiihren 
lassen, seien angefiihrt. 

Aktivierung. Von pankreatischem Trypsin, dem zur Akti- 
vierung Enterokinase zugefiihrt werden muBb, unterschieden wir 
das in Leukocyten vollaktiv vorkommende Trypsin’), das viel- 
leicht (fiir den desmo-Anteil ist es besonders wahrscheinlich) die 
Kinase als Bestandteil des Enzymsymplexes selbst enthilt. 

Hemmung. Leukocytiire Amylase erleidet Hemmung durch 
Zusatz von unwirksam gewordener’). Es scheint, dab denaturiertes 
Kolloid mit demjenigen des unversehrten Symplexes unter teil- 
weiser Verdriingung in Konkurrenz tritt. 

Wirkungsab- und -zunahme. Bei Peroxydase*) begegneten 
wir vielen solchen Erscheinungen, die noch nicht befriedigend 
erkliirt sind. Wenn das Enzym héchste Konzentrationen erlangt 
hat, erleidet es oft starke AktivititseinbuBe und erholt sich davon 
wieder zu héheren Wirkungsgraden. 

Zum Beispiel wurde ein Teil einer Elution, der 115,5 P.E. von 
P.Z. 8450 enthielt, stark eingeengt und stehen gelassen; die Lésung enthielt 
danach 163,5 P.E. von P.Z. 4900. Ein zweiter Anteil der Elution wurde 
sechs weitere Male durch Adsorption und Elution gereinigt. Dabei trat 
bedeutende Abnahme ein, es waren nur noch 84 P.Jk. nachweisbar. Sie 
stiegen beim Einengen der Lésung auf 103 P.E. und fielen beim Fallen 


und Wiederauflésen auf 68,5 P.E. Das letzte Drittel des Priparats, nach 
Adsorption und Elution 102 P.E., nahm beim Einengen und Stehen um 


26 P.E. zu. 

Viel wahrscheinlicher als friihere Erklirungsversuche ist es, 
daB die kolloide Komponente des Enzymsymplexes oder ihre Ver- 
bindung mit der spezifischen Gruppe Verinderungen unterliegt, 
die reversibel sind. Die ausgezeichneten neuen Arbeiten von 
J. H. Northrop®) iiber das Verhalten von denaturiertem Pepsin 


1) Diese Z. 223, 1 (1933/34). 2) Diese Z. 204, 181 (1931/32). 
3) Diese Z. 203, 189 (1931) und zwar S. 232. 
4) R. Willstitter u. A. Pollinger, Ann. d. Chem. 480, 269 (1922/23) 


und zwar besonders S. 285. 
5) J. gen. Physiol. 14, 713 (1931) und 16, 3823 (1932). Vgl. dazu im 


folgenden S. 251, FuBnote 4. 
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und Trypsin sind hier zu beriicksichtigen; es fragt sich aber, ob es 
sich dabei wirklich um Denaturierung oder um Symplex-dissoziatioy 
handelt. Auch das von uns oftmals beobachtete Oszillieren} 
des Wirkungsvermégens von Peroxydaselésungen kann nur kolloid. 
chemisch erklirt werden, durch reversible feine Veriinderungen 
des Trigermolekiils oder der Symplexbindung. 

p, -Abhingigkeit. Bei Magenlipase untersuchten F, Hauro. 
witz, F. Memmen und R. Willstiatter*) diese Abhangigkcit, 
Die Aktivitits-p,-Kurve jiinderte sich bei der Reinigung; das 
Optimum (bei Magenlipase des Menschen und des Hundey 
wanderte aus dem alkalischen in den sauren Bereich. Dafir 
schien namentlich die Abtrennung eines im alkalischen Gebijet 
aktivierenden und eines im sauren hemmenden Begleitstofis 
verantwortlich zu sein. Aber der Wirkungsriickgang beim 
Trocknen und Aufbewahren, der stiirker im sauren als im 
alkalischen Bereich war, spricht dafiir, daB auch Denaturierung 
von Protein des Enzymsymplexes bei der Veriinderung der 
Aktivitits-p,,-Kurve im Spiele war. 

Die Abhingigkeit der Enzymwirkung von der Aciditit wird 
sich im allgemeinen wenigstens teilweise daraus ergeben, daB die 
wechselnde Wasserstoffzahl der Fliissigkeit den Zustand, die 
Feinstruktur des kolloiden Triigers und dadurch seine Affinitiits- 
beziehung zur aktiven Gruppe beeinfluBt. 

Zu den quantitativen Bestimmungen mit frischem und 
mit getrocknetem Organmaterial. In unseren Arbeiten_ iiber 
die tierischen Amylasen spielt die Frage eine gewisse Rolle, ob 
man bei der Analyse der Frischpriiparate oder der mit Aceton 
getrockneten dem natiirlichen Zustand des Enzymmaterials niiher 
kommt. Da bei den Frischleukocyten sehr leicht Verinderungen 
hinsichtlich der scharfen Merkmale (Glycerinhemmung und Phos- 
phatabhangigkeit) eintreten, neigten wir zu der Auffassung: ,,Die 
Gefahr postmortaler Anderungen scheint uns am geringsten Zu 
sein bei schlagartigem Entwiissern der Zellen mit Aceton und 
bei darauffolgendem Behandeln mit Glycerin. Wirkt hingegen 
Glycerin auf frisch-feuchte Leukocyten ein, so werden in den 
durch Herausdiffundieren von Wasser absterbenden Zellen auto- 





') R. Willstaétter u. A. Stoll, Liebigs Ann. 416, 21 (1917/18) und 
zwar 8. 51; R. Willstitter u. A. Pollinger, Liebigs Ann. 480, 269 
(1922/33) und zwar S. 287; R.Willstiatter u.H.Weber, Liebigs Ann. 449, 
156 (1926) und zwar S. 172. 

?) Diese Z. 133, 247 (1924); 140, 203 (1924); F. Haurowitz u. 
W. Petron, Diese Z. 144, 68 (1925). 
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lytische Verinderungen entfesselt, die nur kurze Zeiten erfordern.“ 
Es ist aber besser, zu unterscheiden zwischen der Umwandlung 
einer Amylase in eine andere (z. B. von | in Ill), womit nament- 
lich bei Frischmaterial gerechnet werden muf, und andererseits 
der unter verschiedenen Bedingungen beobachteten Zersetzung 
yon Amylase (namentlich IV). Diese kann eine Folge von 
Proteindenaturierung sein, von zumeist irreversibler, die durch 
Entwiissern, zB. mit Aceton herbeigefiihrt wird. Nach unseren 
Beobachtungen leiden die prizisen Merkmale (Verhalten gegen 
Glycerin und Phosphat) namentlich im Frischmaterial, der kolloide 
Zustand mehr beim Trocknen. 

Von der Beziehung, daB Zeiten gleichen Umsatzes sich um- 
gekehrt wie die Enzymmengen verhalten, kommen bei diesen 
Amylasen erhebliche Abweichungen vor. Wenn Amylase IV, die 
leicht zersetzliche, auftritt, bleiben die Enzymmenge und die 
Enzymmerkmale in der Reaktionszeit nicht konstant. 

1. 900 mg frische Leber (Schwein Nr. 14), 80 Minuten; 
in Phosphat 90 mg Cu, in Acetat 26 mg. 

2. 225 mg frische Leber (Schwein Nr. 14), 320 Minuten; 
in Phosphat 40 mg Cu, in Acetat 28 mg. 

Die ungefihr konstante Wirkung in Acetat ist durch die bestindigere 
Amylase I bedingt, die Differenz zwischen Vers. 1 und 2 in Phosphat der 
Amylase IV zuzuschreiben. Nach 3tigigem Aufbewahren in der Kalte fanden 
wir unter den Bedingungen von Vers. 1 und 2 in Phosphat tibereinstimmend 
40 mg Cu. 

Die Enzymbestimmungen mit frischen Organen ergaben in 
unseren Versuchen gut reproduzierbare Werte. Bei den (feinst ge- 
pulverten) Trockenpriparaten aber begegneten wir Schwierigkeiten. 
Allerdings pflegten keine Widerspriiche vorzukommen bei den in 
Versuchsreihen gleichzeitig angesetzten Enzymbestimmungen, z. B. 


mit verschiedenen Versuchszeiten. 


Acetongetr. Herz (v. Schwein Nr. 3), 1 2 3 5 6 Stunden 
angew. 292 mg, Phosphatpuffer 13,3 29,1 41,3 61,1 68,0 mg Cu 
Aber die Werte waren ofters abweichend, mitunter weit differierend 
in anderen Versuchsreihen, die friiher oder spiter ausgefiihrt wurden, 
z. B. waren die entsprechenden Zahlen fiir 5 Stunden in einer zweiten Reihe 
40 mg, fiir 2 Stunden in einer dritten Reihe 16mg. Die Differenzen beruhten 
nicht auf Ungleichheit in der Pulverfeinheit, in der Verteilung, im Schiitteln, 
in der Menge des zugesetzten Toluols. Vergleichsversuche mit dauerndem 
Schiitteln und mit sehr seltenem stimmten scharf itiberein. 
1. Vers. Enzympr. wie oben, a) mit 12Tr. Tol. auf Ans. v.37ccm, 


angew. 292mg, Phosph.,2Std. _stiindig geschiitt. 15,8 mg Cu 
b) mit 6 Tr. Tol., stindig geschiitt. 15,3 mg Cu 


ce) mit 6 Tr. Tol., nur 3mal geschiitt. 15,6 mg Cu 
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Es bewahrte sich, in gleichmiBiger Weise das gepulverte Enzyn. 
priparat zu feiner Paste zu verreiben, 5—6 Tropfen Toluol zum Ansatz yop 
87 cem zuzufiigen und nur etwa alle 30 Minuten anzuschiitteln. Aber diese 
Versuchseinzelheiten bedingten keine grofen Differenzen, wihrend solche 
bei anscheinend gleicher Ausfiihrung vorkamen. 


2. Vers. Herz vy. Schwein a) mit Phosph., unt. stiind. Schiitteln 29,1 mg Cy 
Nr. 1, angew. 292 mg, ___b) nur 2mal angeschiittelt 31,7 mg Cu 
5 Tr. Tol., 90 Min. c) Pulver (statt Paste) suspend. 28,0 mg Cu 
d) mit Acetatpuff., nur 2mal gesch. 28,7 mg Cu 
e) mit Acetat, Pulver statt Paste 23,7 mg Cu 
f) wie c, aber ohne Toluol 74,0 mg Cu 
g) wie f, 10 Tage spiiter 54,0 mg Cu 
Ks gibt eben noch nicht beachtete oder verstandene Umstiinde. 
die wahrscheinlich den Zustand des kolloiden Trigers, niimlich 
die Reversion von vorangegangener Eiweifdenaturierung und da- 
durch die Reaktionsfihigkeit des Enzyms betreffen. Man plflegt 
den Kinfliissen wenig Aufmerksamkeit zu widmen, die bei Lipase., 
Amylase- und anderen Bestimmungen durch den Zusatz von Toluol 
als Antiseptikum bedingt werden. Unsere Amylasebestimmung ergab 
mitunter bei Weglassung von Toluol (Vers. 2, f und g) héhere Werte, 
und zwar in kurz dauernden Versuchen, in denen Entwicklung 
von Mikroorganismen nicht wahrnehmbar wurde. Die Differenz 
kénnte darauf beruhen, daB Wasser mit Toluol ein anderes Dis- 
persionsmittel ist als die Pufferlisung allein. Der Zustand eines 
Proteins, namentlich eines zuvor denaturierten, wird infolge der 
groBen Verinderlichkeit der Micellen von mehr oder weniger hydro- 
philen Solen ein anderer in wiibrigen Medien sein als an den 
Grenzflichen von Wasser und Toluol. Die Reversion der an 
denaturierten Substanzen eingetretenen Veriinderungen wird in 
ungleichem Mabe erfolgen. Beim Frischmaterial ist der kolloide 
Trager noch in einem Zustand, in dem durch Bindung von Wasser 
die empfindlichen Gruppen einigermafen geschiitzt sind. Diese 
Méglichkeiten sind nicht geklirt, was weiteren Versuchen vor- 
behalten ist; wir glaubten sie aber nicht iibergehen und Unstimmig- 
keiten in den Analysen unerwihnt lassen zu diirfen. 


Wirkung von Aceton. 

Die Anwendung organischer Lésungsmittel zur Darstellung 
von Enzymlésungen und zum Entwiissern von Pflanzenteilen oder 
tierischen Organen gefihrdet die Enzyme in sehr wechselndem 
Mabe; es gibt groBe Unterschiede zwischen den verschiedenen 
Enzymen und hinsichtlich der Lisungsmittel Alkohol, Aceton, 
Glycerin u.a. Das Verhalten bedarf bei jedem einzelnen enzy- 





mati 
wast 
ist. 
schi 
ipa 
star 
und 
der 
unc 
da 
Zs 
Wi 
scl 
mit 


sic 
de: 


wa 
rai 











Zur enzymchemischen Methodik. 947 


matischen Vorkommen genauer Priifung und zwar fiir wasserfreie, 
wasserarme und wasserreichere Lésungsmittel. Im allgemeinen 
ist Aceton viel weniger gefihrlich als Alkohol, mag der Unter- 
schied zwischen beiden auch oft nur ein gradweiser sein. Ricinus- 
lipase priiften Waldschmidt-Leitz und Willstatter’) im Zu- 
stand des entélten Samens; Aceton war indifferent, Alkohol, Glykol 
und Glycerin tibten stark schiidigende Wirkung aus. Schon bei 
der vorsichtigen Entfettung des Samens mit Kohlenstofftetrachlorid 
und Ather trat immer Aktivitatsverlust ein; wir zeigten (1923), 
daB bei dem Entélungsvorgang die Verteilung und der Kolloid- 
gustand der Lipase einer Verinderung unterliegen, die auf ihre 


- Wirkung von EinfluB ist“. Bei Pankreasamylase fanden Wald- 


schmidt-Leitz und Wiilstaitter’), daB Behandlung der Driise 
mit Alkohol das Enzym zum betrichtlichen Teil zerstért, wahrend 
es durch Aceton geschont wird. Diese Erfahrung wiederholte 
sich hiiufig; es handelt sich dabei allerdings nicht um die Erhaltung 
des Léslichkeitszustands, dem neuerdings, bei der Analyse von lyo- 
und desmo-Enzymen, mehr Beachtung zuteil wird. Bei Leukocyten 
war die Gefahr postmortaler Anderungen am geringsten bei 
raschem Entwiissern mit Aceton. 

Fiir die Verhiltnisse bei den organischen Kolloiden sind 
Beobachtungen an anorganischen wegleitend. Kraut und Will- 
stitter®) fiihrten fiir die Analyse der Tonerden und Zinnsiuren 
das Entwiissern der Gele mit Aceton ein und untersuchten das 
Verhalten bei verschiedenen Temperaturen. Die Gele verloren 
quantitativ das adsorbierte wie das imbibierte Wasser. Unter- 
schiede zeigten sich in der Bestindigkeit gegen Aceton beim 
chemisch gebundenen Wasser der Metallhydroxyde. Tonerde 
C(Al,0,-3H,O) blieb bei 14tagiger Kinwirkung von Aceton 
unverindert. Hingegen ging bei gewéhnlicher Temperatur das 
acetongetrocknete Gel von der Zusammensetzung Sn(OH), schon in 
wiBrigem Medium oder rasch bei etwas erhéhter Temperatur mit 
Aceton in wasserirmere, kondensierte Zinnsiuren (Di- und Tetra- 
zinnsiuren) tiber. Das Aceton macht nicht Halt vor dem chemisch 
gebundenen Wasser. Ebenso kann auch der kolloide KEnzymtrager 
durch Wasserabgabe denaturiert werden, und dies erfolgt ungleich 
leicht je nach seiner chemischen Natur. Die Denaturierung der 





1) Diese Z. 134, 161 (1923/24) und zwar S. 181. 

*) Diese Z. 125, 132 (1922/23) und zwar S. 148. 

8) Vgl. besonders R. Willstitter u. H. Kraut, Ber. chem. Ges. 57, 
1082 (1924); Dieselben mit W. Fremery, Ber. chem. Ges. 57, 1491 (1924). 
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kolloiden Komponente eines Symplexes bewirkt EinbuBe a) 
enzymatischer Wirksamkeit. So zeigten die Oxyhimoglobine nach 
Willstatter und Pollinger’) schon nach 1 tigigem Trockney 
infolge beginnender Globindenaturierung niedrigere peroxydatische 
Werte. Nach R. Zeyneck’) geniigt die Trocknung des (xy. 
himoglobins im Hochvakuum bei Zimmertemperatur, um seine 
Fahigkeit zur Komplexbildung zu vermindern und aufzuheben. 

Aus einer nachfolgenden Untersuchung ,Uber die Amylase 
der Leber und anderer Organe“ hat sich die Erfahrung ergeben, 
daB dfters bei Acetontrocknung der Organe und darauffolgenden 
Mahlen die Amylasewirkung abnimmt. Die begleitende Maltase 
leidet dabei in geringerem Mabe. Der Gegenstand der Arbeit war 
der Nachweis der phosphatabhiingigen und -unabhingigen, der 
glycerinhemmbaren und nicht hemmbaren Amylase in Leber, Herz, 
Niere. Vollendung der Verfahren zu quantitativen Ausbeuten 
war nicht beabsichtigt. Die Verarbeitung der Ergebnisse stellte 
uns aber vor die Frage, wodurch die beobachteten Wirksam- 
keitseinbuBen bedingt waren, hier und in so vielen anderen Fiillen. 
Man kénnte an Entfernung eines Aktivators durch organisches 
Lésungsmittel denken. Dies wird dadurch ganz unwahrscheinlich, 
daB wir auch an den Gewebsresten nach erschépfendem Behandeln 
mit Glycerin, nimlich an den desmo-Amylasen, derselben Er- 
scheinung begegneten: auch die desmo-Priiparate verloren an 
enzymatischer Aktivitit beim Entwissern mit Aceton (ohne nach- 
folgendes Mahlen). Dadurch wird es iiberzeugend, daB die Ver- 
luste an Wirkungsvermégen auf teilweiser Denaturierung des kollo- 
iden Enzymtrigers beruhen, der in diesem Fall wie so hiutig 
wahrscheinlich zu den Proteinen zihlt. Diese Erkenntnis wird 
die Verbesserung der Methode erméglichen. 

Kine zweite zu erklarende Beobachtung von entgegengesetzter 
Richtung ist die Zunahme an Amylaseaktivitit, die schon beim 
Behandeln von Zellresten der Leukocyten (desmo-Amylase) mit 
Lésungsmitteln éfters beobachtet wurde. Die Zellreste von Frisch- 
(VI. Abh. itb. Enz.d. Leukoc., Bd. 203, 8.213 und Tab.10 u. 11) und von 
Trockenleukocyten (S.219 und Tab. 14) gaben an Natriumphosphat- 
lésung einen Teil ihrer desmo-Amylase ab; die Summe der Enzym- 
einheiten in der Lésung und in den wiedergewonnenen Zellresten 
tiberstieg oft die angewandten Mengen. Beseitigung (Auflésung, 
Zerst6rung) von Hemmungskérpern galt dafiir als verantwortlich. 





1) Diese Z. 130, 281 (1923). 
*) Nowiny lek. Pozn. 38, Nr. 10; Festschrift fiir Wachholz. 
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Kiner abnlichen Erscheinung begegnen wir nun bei Organamy- 
lase: acetongetrocknete Leber (von Pferd und Schwein Nr. 5) wurde 
teils bei O° mit 33°/,igem Glycerin, teils bei gewohnlicher Tempe- 
ratur mit wasserhaltigem Glycerin ausgezogen; die Lésungen und 
die Organreste enthielten zusammen viel mehr Amylase, als das 
trockene Ausgangsmaterial aufwies. Fiir diese Zunahmen ist die 
Erklirung wahrscheinlich geworden, die sie mit der Wirkungs- 
abnahme beim Entwissern und Pulvern der Organe in Zusammen- 
hang bringt: die durch Wasserentziehung bewirkte Denaturierung 
der KEnzymsymplexe wird riickgiingig gemacht. 

Abnahme bei Acetontrocknung und Mahlen. 
gL ere ree Terres 70 Min., Ph.: 78,5mg Cu 


Re boned (Nn. F getr. 206 mg (d.i. die entspr. Menge) 70Min., Ph.: 14 mg Cu 
" ; getr. 206 mg (d.i. die entspr. Menge) 300 Min., Ph.: 60,4mg Cu 


Leber vom Tee eer era Te 120 Min., Ph.: 56,6mg Cu 
Schwein (Nr. 6)| getr. 248 mg (d.i. die entspr. Menge) 120 Min., Ph.: 20,6mg Cu 
Herz vom Pcp 1100 mg ..--- +++ essere eee 270 Min., Ph.: 92,0mg Cu 
Schwein (Nr. 2) | getr. 212mg (d.i. die entspr. Menge) 270 Min., Ph.: 34,9mg Cu 
Herz vom Fr cei Ee rey ee 200 Min., Ph.: 46,8mg Cu 
Sehweim (is. SU petr. BOB me ...... cece cccces 330 Min., Ph.: 43,3mg Cu 
igo Amyl. ‘comgd aus 1,82 g Frischorgan... 315Min., Ph.: 40,2mg Cu 
. Herz (Nr. 3)(getr., aus 3, 35 g Frischorgan .... 450 Min., Ph.: 33,0mg Cu 


Zunahme beim Behandeln mit Glycerin. 
Vers. 1. Leber vom Pferd, acetongetr. 162 mg, 5 Stunden; 64,1 mg reine 
Maltose (keine Maltase enthaltend). 


3 Glycerinausziige aus ders. Menge, 5 Stdn.: 54,5 + 18,8 
| zusammen 


+ 20,4 mg Maltose 110,7 mg 


desmo-Enzym aus ders. Menge, 5 Stdn.: 17 mg Maltose 
Vers, 2. Dieselbe Leber 10 Minuten bei 0° mit 33°/) Glycerin extrahiert. 

Glycerinauszug entspr. 162 mg, 5 Stdn.: 51,7mg Maltose zusammen 

desmo-Enzym _ entspr. 162mg, 5 Stdn.: 34 mg Maltose) 85,7 mg 


Vers. 3. Dieselbe Leber 24 Stunden bei 0° mit 33°/, Glycerin extrahiert. 
Glycerinauszug entspr. 162 mg, 5Stdn.: 52,8mg Maltose zusammen 
desmo-Enzym _ entspr. 162 mg, 5Stdn.: 55,1mg Maltose ) 107,9 mg 


Wirkung von Glycerin. 


Die immer beobachtete Gefahr proteolytischer Verdauung von 
Enzymen hat veranlaBt, wasserreiches Glycerin, das Proteolyse 
zuliBt, durch héherprozentiges und schlieBlich durch wassertfreies 
Glycerin zu ersetzen. Die giinstigen Erfahrungen bei raschem 
Arbeiten in der Kilte wurden bald in Beobachtungen bei ge- 
wohnlicher Temperatur und langer Zeit eingeschrankt. Autoly- 
tische Vorgiinge wurden zwar vermieden, Enzymzerstérung nicht. 
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Ungleiches Verhalten gegen Glycerin ist ein ausgezeichnetes Unter. 
scheidungsmittel der einzelnen Amylasen. Wir machten (ig 
iiberraschende Beobachtung'), da pankreatische Amylase (III) iy 
100°/, Glycerin véllige Zersetzung erleidet, aber wir gaben dafiy 
noch keine Erklirung. Diese Beobachtung laBt sich vielleicht ebensy 
verstehen wie die AktivitaitseinbuBen vom voranstehenden Abschnitt: 
durch Denaturierung des kolloiden Trigers bedingte Inaktivierung, 

Kin geringer Zusatz von Wasser geniigt, um der Amylase. 
lésung gréBte Haltbarkeit zu verleihen; in Lésungen in 879), 
Glycerin blieb das Wirkungsvermégen monatelang konstant. Fiy 
die aus Leukozyten isolierte phosphaterfordernde Amylase (IV 
geniigt ein solcher Wassergehalt der Lisung nicht; sie wird schon 
in 87°/, Glycerin rasch ebenso inaktiviert wie Amylase III erst 
in fast 100°/,igem. 

Es fithrt also mehr oder weniger leicht zu demselben Ende. 
ob der Trager und Stabilisator einer katalytisch wirkenden Grupye 
durch Proteinasen abgebaut oder durch organische Lésungsmittel 
dehydratisiert wird. Unterscheidend ist nur die Méglichkeit der 
Reversion. Wir vermégen nicht aus dieser Erscheinung zu folgern, 
da8 der Katalysator selbst als Protein zu definieren sei. Die 
namliche Erklirung scheint uns auch gut anwendbar auf die be- 
merkenswerten Beobachtungen, die vor kurzem H. Tauber und 
I. $8. Kleiner?) in ihrer Arbeit iiber Labenzym (rennin) gemacht 
haben. Dieses biiBt beim Angriff von Pepsin und Trypsin sein 
Wirkungsvermégen ein, und dasselbe gilt fiir Maltase der Hefe. 
In diesem Zusammenhang gehen Tauber und Kleiner auf unsere 
Ergebnisse ein, die sie indessen nicht gut kennengelernt haben 
und die sie ablehnen. Tauber und Kleiner schlieBen aus ihren 
Beobachtungen, daB die genannten Enzyme Proteine seien. Es 
war uns in mehreren Beispielen (Saccharase, Pankreasamylase 
gelungen, Knzyme unter Erhaltung ihrer Aktivitat weitgehend von 
ihrem Gehalt an Proteinen zu befreien. Die Funktion der Proteine 
als sehr verbreiteter kolloider Triiger der an sich unbestindigen 
spezifischen Gruppen galt uns wohl als sehr wahrscheinlich, aber wir 
vermochten fiir diese Triigerfunktion in allen Untersuchungen der 
letzten Jahre iiber zellgebundene Enzyme auch noch sichere Be- 
stitigung zu erbringen. Wir hoffen, daB die vorliegende Arbeit 
zu einer Anniherung der noch divergierenden Ansichten hinsicht- 
lich der Proteinnatur der Enzyme beitragen wird — um so mehr, 





1) Diese Z. 221, 202 (1938). 
*) J. of biolog. Chem. 104, 259 (1933/34). 
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als Kleiner und Tauber?) in einer im Zusammenhang mit ihrer 


 angefiibrten Arbeit verdffentlichten weiteren Abhandlung iiber die 


chemische Natur des T'rypsins zu ganz ihnlichen Resultaten kommen 
wie wir zuvor, nimlich: ,,A protein-free trypsin preparation has 
heen obtained.“ Wenn in unseren oder in anderen Arbeiten die 
Proteinreaktionen der Enzyme zum Verschwinden gebracht werden, 
so schlieBen wir in Anbetracht der verhiltnismiiBig geringen Empfind- 
lichkeit dieser Reaktionen daraus nur’), daB die Hauptmenge der 
anfangs in den Enzympriiparaten enthaltenen Proteine, nimlich 
eben diejenigen, aus welchen ihre Proteinnatur gefolgert wurde, 
keine notwendigen Enzymbestandteile sind. 

Der Verdauung und der Dehydratisierung der Triger von 
Proteinnatur ist eine dritte Art von Symplexzersetzung anzureihen: 
die Zersetzung durch Wegadsorbieren des tragenden Kolloids. 
Durch Adsorption 1iBt sich zuniichst die weitaus tberwiegende 
Menge der Begleitstoffe, die wir als Ballaststoffe von dem not- 
wendigen Enzymtriiger unterschieden, einer Enzymlésung ohne 
Gefiihrdung entziehen. Dabei nihert man sich einer Grenze. Bei 
weiterem Fraktionieren der Priparate durch Adsorption droht, 
wie wir oft bei Saccharase beobachteten®), ein ,,Bestindigkeits- 
sturz* einzutreten. Die Entfernung der am engsten mit dem 
Enzym verhafteten, aber doch aus dem Symplexe abdissoziierbaren 
Kolloide*) fihrt zur Inaktivierung. Die Krifte, mit denen ein 
(in multipler Masse angewandtes) Adsorbens dem Knzymsymplex 
sein Kolloid entzieht, sind von derselben Art wie die den Symplex 
aufbauenden Kriifte. 


Unterscheidung von lyo- und desmo-Enzymen. 


Die Unterscheidung zwischen Exo- und Endo-enzymen ist 
alt. Unsere eindringendere Beschreibung des Lésungsverhaltens, 
unsere Unterscheidung der lyo-Enzyme von den durch Kinlagerung 


1) J. of biol. Chem. 104, 267 (1933/34). - 

*) Vgl. z. B. R. Willstatter u. M. Rohdewald, Uber pankreatisches 
desmo-Trypsin, Diese Z. 218, 77 (1933), und zwar S. 79 u. 91; ferner 
Diese Z. 208, 258 (1982). 

% R.Willstitter, J.Graser u. R. Kuhn, III. Abh., Diese Z. 123, 1 
(1922); R. Willstaitter u. K.Schneider, VIII. Abh., Diese Z. 142, 257 
(1924/25); R. Willstatter, K. Schneider u. E. Wenzel, XII. Abh., 
Diese Z. 151, 1 (1925/26). 

4) Mit dieser Auffassung stehen im besten Einklang demniichst zu 
verdffentlichende grundlegende Beobachtungen des Herrn Prof. H. Kraut 
iiber Symplex-dissoziation bei Lipase und Esterase, wovon wir durch die 
Freundlichkeit des Autors vor der Veréffentlichung Kenntnis erhielten. 
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im Zellgeriist unléslichen endo-*) und von den protoplasmatis¢ 
gebundenen desmo-Enzymen richtet sich auf ein neues Ziel; gi 
versucht, zur Erklirung der Konstitution der Enzyme im allgemeing 
beizutragen. Im Vordergrund steht die Frage: unitarische Av 
fassung des Enzyms, namlich als Protein, oder dualistische ). 
klarung, als eines aus einer spezifischen Gruppe und einem 
gewissem MaBe variablen*) kolloiden Traiger aufgebauten Syn. 
plexes. Diese Anschauung fabBt die léslichen und die zugehGrigen zl. 
gebundenen Enzyme zu einer Hinheit zusammen, indem ihre Unter. 
schiede auf die MolekulargréBe des Trigers zuriickgefiihrt werden, 

Unsere Beschreibung der im natiirlichen Zustand im Zellsaf 
oder in Sekreten léslich vorkommenden (lyo-)Enzyme ist unabhingie 
von einem bestimmten Lésungsverfahren, die Definition ist un. 
abhingig von der Glycerinléslichkeit und die Analyse sollte nicht 
zu sehr von dieser Léslichkeit abhiingig sein. Es gibt kein all. 
gemein brauchbares Verfahren, die léslichen Enzyme zu isolieren, 
Die Anwendung eines Lésungsmittels, namentlich eines wasser- 
freien, ist fiir jeden einzelnen Fall zu erproben. Wasser mit 
Elektrolytgehalt wire gewiss das rechte Lésungsmittel, wide 
nicht autolytische, namentlich proteolytische Vorginge drohen, 
wiirde nicht die unvermeidliche Anwendung von faulniswidrigen 
Stoffen, Zellgiften, den natiirlichen Zustand der Enzyme Ander, 
wiirde nicht schon Zerkleinern allein, geschweige denn Trocknung 


hinreichen, um die feinen Partialaffinititen der Kolloide zu be-F 
einflussen und dadurch die Symplexe zu stéren. Die wasserfreien 


Lésungsmittel andererseits vermégen unter Umstinden dehydrati- 
sierend, denaturierend zu wirken; so kann Glycerin zweckdienlich 
in einem, ungeeignet in einem anderen Falle sein, namentlich 
wenn ein Enzym, was 6fters vorkommen wird, unbestindig in 
hochprozentigem Glycerin ist, wie sogar Pankreasamylase. Uberdies 
hingt die Eignung eines Lésungsmittels wie Glycerin vom Protein- 
gehalt der Enzymsymplexe ab, von ihrem Reichtum an Protein. 
Denn im allgemeinen ist Glycerin ein schlechtes Lésungsmittel 
fiir Proteine. 








Von einem willkommenen Beitrag zu unserem Problem er- fey 


halten wir durch die Freundlichkeit des Herrn Prof. E. Bamann 





1) Vgl. Diese Z. 209, 39 (1932), und zwar S. 42. 

*) Man beachte die Veriinderung der Ricinuslipase beim Keimen und 
bei der Einwirkung von Pepsin [R. Willstitter u. E. Waldschmidt- 
Leitz, Diese Z. 134, 161 (1923/24), und zwar S. 205] und den Abbau des 
kolloiden Trigers von desmo-Enzymen, z. B. desmo-Amylase durch Papain. 
[Diese Z. 203, 189 (1931), und zwar S. 207]. 
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Minzelbeispiele zu vergleichen. 
finzelnen Individuen, auch wenn sie unter gleichen Bedingungen 
gehalten waren, und die Unterschiede in den physiologischen Zu- 


253 


Zur enzymchemischen Methodik. 


kenntnis, der gemeinsam mit J. N. Mukherjee und L. Vogel 
iber die Zellverankerung der Leberesterase und Isolierung des 
nzyms verdéffentlichen wird’). In dieser von unseren letzten Er- 
yhrungen unabhiingigen Untersuchung wird nur derjenige Anteil 
on Esterase als lyo-Enzym aufgefaBt, der dem Frischorgan mit 
00°/, Glycerin ohne nachfolgende Verdiinnung entzogen werden 
ann. Dieser Arbeitsweise liegt eine andere Definition eines lyo- 
nzyms zugrunde, wonach nimlich der in 100°/,igem Glycerin 
jsliche Anteil am ehesten ,in léslicher Form im Frischorgan 
orhanden* ist. 

Zur Unterscheidung der freien und der verankerten Enzyme 
halten wir unseren letzten Arbeiten zufolge (bei den ersten, womit 
;ir die Aufgabe in Angriff nahmen, war nicht an eine endgiiltige 
Methode gedacht) die Anwendung wasserhaltiger Loésungsmittel, 
ie 33°/,igen Glycerins, bei tiefer [emperatur (0°) und sehr kurzer 
ersuchszeit fiir ein gutes Verfahren. Wenn man iiber eine Zentri- 
uge mit Innenkiihlung verfiigt, was bei uns leider nicht der Fall 
st, so wird die Abtrennung der so dargestellten Lésungen wesent- 
ich erleichtert. 

Die Schonung des Léslichkeitszustandes bezweckte vor allem die Er- 
haltung der kolloiden Komponenten in ihrer natiirlichen Form, sei es in 
len Solen, in den Gelen oder in Gebilden von so vielgliedrigem Gefiige, 
ia8 daraus erst durch Proteolyse ein lésliches Enzym abgespalten werden 
kann. Bei den Amylasen der Leukocyten war aber die Methodik durch eine 
udere Wendung des Problems beeinfluBt. Hier richtete sich die Arbeits- 
reise, z B. die Anwendung wasserfreier Lésungsmittel, auch auf die Er- 


altung der Eigenschaften, die fiir die einzelnen lyo- und die entsprechenden 
inzelnen desmo-Amylasen charakteristisch sind. 


Individuelle Unterschiede an tierischen Organen. 


In den einleitenden Arbeiten iiber Pankreasenzyme, iiber 
leukocytére Enzyme u. a, verwendeten wir Sammelproben. Es gab 
kein Bedenken gegen die Verarbeitung von Hunderten von Driiseu 
mn Gemischen zur Schaffung von Bestimmungs-, Reinigungs-, 
Trennungsmethoden. Fiir die genauere Beschreibung der Leuko- 
cyten- oder Organenzyme bedeutet es aber einen Fortschritt, die 
Probe aus einem einzelnen Tier allein zu untersuchen und viele 
Die Unterschiede zwischen den 


stinden sind oft viel bedeutender als die Unterschiede von einer 





1) Diese Z. 229, 1 und 15 (1934). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COX XIX. 
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Art zur anderen. Diese Erkenntnis gilt natiirlich nicht nur fi, 
Enzyme. In Versuchen ,,Uber den Zustand des Glykogensé: 
zeigten sich an den Lebern gleichzeitig untersuchter Tierindividue, 
die gréBten Unterschiede hinsichtlich der Menge des Glykogey 
(z. B. 2,2 und 0,06°/,; 3,8 und 1,0°/,), des Anteils von unldslichey 
Glykogen (0 und >50°/,), des Verhiltnisses von Glykogen zuy 
Kiwei8 in den Ausziigen und Fiallungen (6:1 und 0,3:1). 

In vielen Proben von méglichst frisch gepriiften Lebern (aller. 
dings von Schlachttieren) finden wir gar keinen reduzierend wir. 
kenden Zucker; andere Beispiele weisen sehr starkes Reduktions. 
vermégen auf, z. B. entsprechend 8,4, 8,9, 10,7, 52,2 mg Cu, be. 
zogen auf 1g Frischorgan. 

In der nachstehenden Arbeit tiber Amylasen tierischer Organe 
suchten wir die in Leukocyten beobachteten Amylasen I—IY 
wiederum auf. An Pankreasdriisen von sechs einzelnen Tierey 
waren nur geringe Differenzen in den Eigenschaften der Amylase (II/ 
zu beobachten. Hingegen zeigte hepatische Amylase in einer An- 
zahl von Beispielen gut iibereinstimmende, in anderen Fallen aber 
ganz ungleiche Wirksamkeit in Phosphat- und Acetatpuffer, in 
vielen Beispielen geringe, in anderen vollkommene Hemmung 
durch Glycerin bei Gegenwart von Acetat. 

Beispiele von Amylasewirkung unter gleichen Versuchs- 
bedingungen (mg Glucose). 


Leber vom Schwein Nr. 5; in Phosphat 22,7, in Acetat 21,7 


” ” ” Nr. 6 ,, ” 28,7 ,, ” 15,3 

, mes ., " 80,5 4 5, 29,5 

9 9 ” Nr. 14 ” 9 47,1 ”? ” 12,6 

* - » Nr. 3; in Acetat mit Zusatz von Glycerin 16,5 
99 ” ” Nr. 6 ”? 9 9 ” ”? ” 0 
” ”? ” Nr. 14 ” 9? PB ”? Pl 9 0 


Dadurch war es méglich, den Nachweis der Amylasen I, Il 
und IV neben der pankreatischen Amylase zu erbringen. 


Unserer Arbeit hat die Rockefeller Foundation wohlwollende 
Férderung gewihrt; wir sind dafiir zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 





1) Diese Z. 225, 103 (1934). Herr Prof. St. J. von Przytecki in 
Warschau, dessen im Jahre 1928 im Biochemie. J. erschienene Arbeit iiber 
die Adsorption von Glykogen durch Protein wir zitiert hatten, ist so liebens- 
wiirdig, uns auf die Reihe seiner aufschluBreichen Untersuchungen ,,Uber 
die Bindung der Biokolloide“ aufmerksam zu machen. Es sei hervorgehoben, 
daB Herr von Przytecki in seiner gemeinsam mit WI. Biatek verdéftent- 
lichten X. Mitteilung dieser Reihe [Biochem. Z. 243, 288 (1932)] schon die 
Folgerung gezogen hat, daB das Verhiiltnis des léslichen Glykogens zum 
auf Gelen haftenden von der Gesamtkonzentration des Glykogens abhingt. 
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Uber die Amylasen der Leber und anderer Organe. 


[V. Mitteilung: Zur Kenntnis zellgebundener Enzyme 
der Gewebe und Drisen}. 
Von 


Richard Willstiitter und Margarete Rohdewald. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Minchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. September 1934.) 


Unsere Arbeiten iiber die proteolytischen und die glykogen- 
abbauenden Enzyme (Amylase und Maltase) der Leukocyten?) 
haben groBe Unterschiede von den Pankreasenzymen aufgedeckt. 
Die beiden Merkmale: Glycerinhemmbarkeit und Phosphaterfor- 
dernis erméglichen die Unterscheidung von vier léslichen leuko- 
cytiren Amylasen, wovon eine mit dem — indessen auch nicht 
ganz einheitlichen — Pankreasenzym (Amylase III) identisch ist: 

lyo-Amylase I, phosphatunabhiingig, glycerinhemmbar; 
II, phosphaterfordernd, glycerinhemmbar; 


III, phosphatunabhingig, nicht hemmbar; 
IV, phosphaterfordernd, nicht hemmbar. 


”? 9 
” ” 


Den léslichen Enzymen entsprechen in diesen Kennzeichen 
vier desmo-Amylasen, die bei Uberfiihrung in Lisung (z. B. durch 
Proteolyse) ihr Verhalten in bezug auf Phosphat und auf Glycerin 
bewahren. Eine solche desmo-Amylase ist nicht einheitlich; eine 
Fraktion ist durch Elektrolyte wie Natriumphosphat auflésbar, 
eine zweite durch proteolytischen Abbau durch Papain, wihrend 
eine dritte unangegriffen bleibt. 

Fiir verschiedene Enzyme, die auf das namliche Substrat 
wirken, sei die Bezeichnung ,, [sodyname*“ vorgeschlagen. EKbenso 
wie der Begriff Isomerie wesentlich verschiedene Erscheinungen 
umschlieBt, sollen z. B. die dextrinogenen und die saccharogenen, die 
durch Phosphat und durch Glycerin unterscheidbaren, die lyo- 
und die desmo-Amylasen als isodyname Enzyme zusammengefaBt 
werden. 

Es war nicht wahrscheinlich, daB die amylolytische Aus- 
riistung der Organe von derjenigen der farblosen Blutkérperchen 





1) Diese Z. 20%, 189 (1931); 209, 83 (1932); 221, 13 (1938). 
17* 
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vollkommen abweicht. Die in den letzten Arbeiten iiber Leuk. 
cytenenzyme erzielten Ergebnisse und noch mehr ihre Deutung 
machten es uns wohl zur Pilicht, vergleichend die schon von gy 
vielen Forschern sorgfiltig beschriebenen Amylasen der Leber. 
Muskel und Niere nochmals zu untersuchen. Die bisherige Be. 
schreibung ist wesentlich zu ergiinzen. Die vom Pankreasenzyy 
unterscheidenden Merkmale der Hemmbarkeit durch Glycerin und 
der Abhingigkeit vom Phosphation treten in wechselndem Mage 
in Erscheinung, oft scharf ausgepriigt. In einem Teil der unter. 
suchten Organproben verlief die Stiirkespaltung in Acetat und 
Phosphat gleich, in anderen unterschiedlich. Mit Acetatputfer 
kam (bei Leber) vollstindige Inaktivierung durch Glycerin vor, 
da das (auch anwesende) von Glycerin nicht gehemmte Isodyname 
Phosphat erforderte. 

Leberamylase ist der leukocytiiren ihnlich, Muskelamylase 
steht zwischen ihr und der pankreatischen. Die Ergebnisse lassen 
sich wohl nur so, aber befriedigend so erkliren, daB Gemische 
der isodynamen Enzyme vorkommen. 


Die Amylasen sind in den Organen nur zum Teil als lyo- & 


Enzyme enthalten, wesentliche Anteile, namentlich im Muskel, 
protoplasmatisch gebunden. Die desmo-Priiparate zeigen gleich- 
falls die von Pankreasamylase unterscheidenden Merkmale. 

Die Bestimmung der Organamylase muf besonderen Un- 
stiinden Rechnung tragen: dem Vorkommen von Enzymgemischen 
und der ungleichen Hemmbarkeit durch Glycerin. Die Amylase 
ist ein einzelnes Glied des gesamten kohlehydratabbauenden 
Enzymsystems, dessen nacheinander wirkende Komponenten ein- 
ander das Substrat bereiten. Die Amylase, deren eignes Substrat 
vielleicht vom vorangehenden Hingreifen eines besonderen Enzyms 
abhingig ist, lefert der begleitenden @-Glucosidase die Maltose. 
Ks ist daher in vielen Fallen nicht méglich, den Grad der Stiirke- 
spaltung aus den Kupferzahlen abzuleiten. Die Mengen der be- 
gleitenden Maltase in den verschiedenen Organen sind nimlich 
wechselnd, so daB sie mitunter zur Spaltung der gebildeten Mal- 
tose hinreicht, in anderen Beispielen nicht. Hiufig gab es Ge- 
mische von Glucose und Maltose. Das Verhiltnis der Konzen- 
trationen von Amylase zu Maltase ist sogar von einer zur anderen 
Probe desselben Organs wechselnd; in Vergleichsversuchen wurde 
die Maltase immer bestimmt und ihre Konzentration beachtet. 

Die Pankreasdriise des Schweins ist so reich an Amylase, 
daB fiir den Bestimmungsansatz nur 3 mg frischer oder 0,6 mg 
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 getrockneter Driise (aber 20 bis 50 mal mehr von den Driisen 
des Pferdes, Stiers und Kalbs) bei einer Versuchszeit von nur 
10 Minuten anzuwenden sind gegeniiber etwa 1500 mg frischer 
' Leber bei meistens 1 bis 2 Stunden Reaktionsdauer.. Die be- 
 deitende Pankreasmaltase aber ist verhiltnismiBig spirlich. Der 
entstehenden Maltose ist daher keine Glucose beigemischt. Von 
' Leber und Muskel (z. B. Herz) wird hingegen ein grofer Teil 
der Maltose in der Bestimmungszeit weiter gespalten. Derselbe 
| p,-Bereich von 6,8 ist fir Maltase wie Amylase optimal. Unab- 
' hingig von diesen und anderen besonderen Umstinden erlauben 
die Angaben der Tabellen iiber die Stiirkehydrolyse in Phosphat- 


und Acetatpuffer unmittelbar einen Vergleich, der auf den Grad 


der Phosphatabhiingigkeit des Enzyms schlieBen laBt. Aber es 


ist nicht méglich, diese Werte mit denjenigen ohne weiteres zu 


' vergleichen, die unter Zusatz von Glycerin ermittelt sind. In 


letzterem Fall war nimlich, wie wir feststellten, reine oder fast 


| reine Biose vorhanden. Die tierische Maltase erleidet Hemmung 
durch Glycerin, und zwar fanden wir entweder totale oder weit- 


- gehende Hemmung. 


Der Grad der Hemmung von Amylase durch Glycerin, das 


| 16,2 °/, unseres Bestimmungsansatzes ausmacht, war sehr ver- 


schieden, gering bei pankreatischer, oftmals bedeutend bei hepa- 


| tischer Amylase. Es kommt vor, da diese wenig oder gar nicht, 
aber auch, daB sie giinzlich gehemmt ist, iiberdies in ganz un- 
_ gleichem MaBe, je nachdem der Ansatz Phosphat- oder Acetat- 


puffer enthilt. Diese Verhiltnisse, verwickelt beim ersten An- 
schein, sind widerspruchsfrei und einfach zu verstehen auf Grund 
der Annahme, da’ die Merkmale der Glycerinhemmbarkeit und 
der Phosphaterfordernis die Existenz von 4 [sodynamen bedingen. 

Unser Vorgehen, um die Kupferzahlen zum Mai der Amy- 
lasewirkung zu machen und die Vergleichbarkeit der Werte beim 
Fehlen und bei Anwesenheit von Glycerin herzustellen, besteht 
in Vergleichsversuchen unter Zusatz von Hefemaltase. Neben 
die Kupferzahlen aus maltosehaltiger Glucose setzen wir die so 
gefundenen reiner Glucose entsprechenden Kupferzahlen, welche 
die exakten Glucosewerte der Tab. 3, 4 und 5 zu berechnen er- 
laubten. Die Maltosebetrige der Versuche mit Glycerin wurden 
fiir den Zweck des Vergleichs ebenfalls in Glucosewerte um- 
gerechnet. Hier war es iiberfliissig, die Hefemaltase anzuwenden, 
da ja mit einheitlicher Biose gerechnet werden konnte; es wire 
auch nicht ausfiihrbar gewesen, da Hefemaltase durch Glycerin 
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stark gehemmt wird. DaB die Hemmung der tierischen Maltase 
ausreichend war, daB sich also keine Glucose beimischte, be. 
stiitigten wir wiederholt durch Anwendung eines verbessertey 
Barfoedschen Reagens (Kupferacetat—Milchsiure—Pyridin). 

Verarbeitung der Frischorgane. Die Anwendung von Schlacht. 
tierorganen schrankt die Vergleichbarkeit unserer Versuche mit 
denen der Physiologen ein, deren Hilfsmittel wie Versuchstiere 
uns nicht zur Verfiigung standen. Indessen kénnen wir bei unserey 
Fragen und Folgerungen durch den Gehalt der Organe an Blut. 
und Lympheresten nicht irregeleitet werden. Auffallend sind 
einige Unterschiede zwischen unseren Befunden und denen der 
sorgfaltigen Untersuchung von J. J. R. Macleod und R. G. 
Pearce’). Diese Forscher fanden die glycogenolytische Wirkung 
von Leber, die durch eine Zerkleinerungsmaschine gegangen, 
viel schwicher als von Leber, die mit Quarzsand und Wasser 
zerrieben, als BuchnerpreBsaft und als Trockenpriparate, die 
nach Zerreiben der Leber mit Alkohol gewonnen waren. Die gut 
zerkleinerten Frischorgane gaben uns genau reproduzierbare Werte, 
nie niedrigere als die feinst gepulverten Trockenpriparate. Zer- 
reiben mit Quarzsand vermieden wir (auBer bei den sehr kleinen 
Mengen von Pankreasdriise) wegen der Gefihrdung der leicht 
verinderlichen Isodynamen. 

Die einigermaBen entbluteten Organe wurden mehrere Male durch das 
feinste Sieb der Fleischmaschine getrieben und der Brei bei 0° aufbewahrt. 
Fir jede Versuchsreihe schliimmte man eine bestimmte Gewichtsmenge mit 
Wasser im MeBkolben auf und verwendete Anteile der Suspension. 

Zum Entwissern trugen wir den frischen Organbrei sofort in viel 
Aceton ein und erneuerten dieses nach einer halben Stunde und nochmals 
nach 2 Stunden. Nach einigen weiteren Stunden erfolgte Abtrennung des 
Acetons und Verdriingung durch Ather, Abpressen und Trocknen auf Filtrier- 
papier, staubfeines Mahlen in der Kugelmiihle und Sieben durch ein Haar- 
sieb. Die Trockenpriparate waren also nur lufttrocken. 

Ansatz zur Amylasebestimmung. Der Versuchsansatz von 37 ccm 
enthilt 10 cem frische 2 °/,ige Stirkelésung, 1 cem 0,5n-NaCl, 8 cem m/5- 
Phosphatpuffer oder n-Natriumacetat, ferner in einem Teil der Bestimmungen 
7 cem 86 °/,iges Glycerin; py = 6,8. 380 cem vom Ansatz werden mit 4 ecm 
n-H,SO, gestoppt und im Volumen von 50 cem mit 4 cem 10 °/,igem Natrium- 
phosphorwolframat enteiweift. Vom Zentrifugat dienen 40 cem zur Zucker- 
bestimmung nach Bertrand oder mit unserem Kupferacetat—Milchsdure- 
Pyridinreagens. Auf diese Titrationsprobe, die 24 cem unseres Ansatzes 
entspricht, beziehen sich alle Zahlenangaben der Tabellen. 

Von den gefundenen Werten sind die in Vergleichsversuchen mit frischem 
oder getrocknetem Organ bestimmten Zahlen der Eigenreduktion abgezogen. 





) Amer. J. Physiol. 26, 255 (1910). 
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Zur Orientierung iiber die begleitende Maltase schien es uns empfehlens- 


wert, eine geringere Substratmenge, nimlich 45 mg in der Titrationsprobe, 
‘fir die Bestimmung der Reduktionswertzunahme anzuwenden, damit die 
| mégliche Mitwirkung der Maltase, der Bruchteil gespaltener Maltose, nicht 
| zu unginstig eingeschitzt werde. Die Bestimmung erfolgte unter denselben 
Bedingungen wie bei Amylase und zwar zur Anfangs- und Endmessung wit 


je 94 aus 74 ccm. 


Hefemaltase. Das zur Durchspaltung der Maltose nétige Enzym ge- 


' yannen wir durch Essigesterneutralautolyse nach Willstitter und Ba- 


mann’). 120g scharf abgepreBte Brauereihefe wurden mit 12 cem Essig- 


ester wihrend 25 Minuten verfliissigt, mit 100 cem Wasser verdiinnt und 


anteilweise mit n/10, spiter mit n/5-NH, stundenlang fortlaufend neutralisiert; 


das Gesamtvolumen belief sich am Ende auf 597 ccm. Nach 9 Stunden 


Autolyse trennten wir die Enzymlésung mit der Zentrifuge ab und bewahrten 
sie stiindig bei 0° auf (nicht nur im Eisschrank). 8 cem Autolysat (entsprechend 
1,61 g Frischhefe) im Volumen von 50 cem bewirkten in 1 Stunde Drehungs- 
jnderung von 2,02° = 33,6 9/,ige Spaltung. Halbwertzeit 171, fiir 1 g Frisch- 


_ hefe also 275. 


Diese Maltaselésung ist bei 0° monatelang brauchbar geblieben. 


Bestimmung von Glucose neben Maltose. Zur Unterscheidung von 


} Monosen und Biosen haben H. Tauber und [.8. Kleiner’) das 
| Reagens von Barfoed, essigsaures Kupferacetat, verbessert, indem 


sie die tiberschiissige Essigsiure durch Milchsiure ersetzten. Die 


 modifizierte Kupferlésung reagierte noch weniger leicht als die Bar- 
' foedsche mit Biosen, sie eignete sich fiir eine Mikrobestimmung 
| yon Monosen, wobei 8 Minuten langes Erhitzen geniigte. Aber auch 
das abgeiinderte Reagens ist bei lingerem Erwarmen nicht streng 


unterscheidend fiir Maltose und Glucose, namentlich bei Gegenwart 
von Glycerin. Da die saure Kupferlésung weit Jangsamer als die 
Fehlingsche oxydierend wirkt, halten wir 45 Minuten dauerndes 
Erwirmen des ins Wasserbad eingesenkten Kolbens fiir zweck- 
miBig. Die Unterscheidung von Monose und Biose wird prizis 
bei Zusatz einer geringen Menge von Pyridin, nimlich 3 ccm 


auf 0,5 Liter Kupferlésung*), wodurch das p,, auf 4,8 gebracht 


wird. Die Kupferzahlen werden von Pyridin erniedrigt, andrer- 
seits durch Zusatz von Glycerin erhéht. Die Menge des letzteren 
betrug fast 4 g, auf 20 ccm Kupferreagens kamen niimlich 40 ccm 


1) Diese Z. 151, 242 (1926) und zwar S. 268. 

2) J. of biol. Chem. 99, 249 (1932). 

5) Diese Lésung wird gewonnen durch Auflésen von 48 g reinem 
Kupferacetat in siedendem Wasser unter Zusatz von 50 cem 8,5°/, iger 
Milchsiure, Abfiltrieren von etwas Riickstand und Auffiillen auf 1 Liter. 
(Die Bestimmungen der Tab. 1 sind mit einer Lésung von etwas geringerem 


Kupfergehalt ausgefiihrt.) 
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Versuchslésung, die 4,5 ccm 86°/, iges Glycerin enthielten. Diese 
Zusitze von Pyridin und Glycerin fihrten zu einem Ausgleich, 
so daB die Kupferzahlen bei 45’ langem Erwirmen denjenigey 
mit Kupferacetat—Milchsiure allein nahe kamen; das Glycerin is 
kompensiert. 

Unter diesen Bedingungen entsteht mit unserem Reagens 
mit Maltose (23 mg) kein Kupferoxydul, naimlich so wenig, dag 
beim Titrieren mit Ferrisulfat und Permanganat nicht mehr a); 
1 Tropfen des letzteren verbraucht wird. Mit !/, der angewandten 
Menge Pyridin aber gab die Kupferlésung noch 5,3, mit '/, (1 ccm 
auf 500) noch 3,4 mg. 

Fructose verhielt sich wie Glucose. Bei gréBerem Pyridin- 
zusatz hérte auch das Reduktionsvermégen der Glucose auf, es 
ist schwach bei 6,5, aufgehoben bei 13 ccm Zusatz, d. i. bei einem 
Py von 5,09. 

Kupferlactatlésung vom py = 4,4 ist nicht an Stelle des Barfoedreagens 
brauchbar, sondern ohne Wirkung auf Glucose unter iiblichen Bedingungen, 
sogar bei Zusatz der molekularen Menge Essigsiiure oder bei Einstellung 


von py = 4,8 mit Natronlauge. Fiir Kupfergluconat, wovon wir ein schénes 
Priparat der Freundlichkeit des Herrn Prof. Stoll verdankten, gilt das 


Gleiche. 
Tabelle 1. 


Kupferzahlen (mg) von Glucose mit Kupferacetat-Milchsiure 
(enthaltend 14,51 g Cu in 1 Liter) 
mit und ohne Gehalt von Pyridin und Glycerin. 





’ acetat- Glycerin allein 
mg Min. | Milchsiiure (4 g) (0,12 cm) 








und Glycerin 























11,5 25 21,4 25,1 15,9 15,9 
11,5 45 24,4 30,1 17,2 23,4 
(mit 23mg Glue. 43,5 
und mit 6,9 mg 11,2) 
11,5 60 25,7 31,7 ao 23,2 
11,5 15 26,4 34,0 20,0 23,9 


Pankreasamylase ist viel untersucht worden, ohne daB sich 
ein KinfluB des Phosphations oder eine erhebliche Glycerinhemmung 
unter den Bedingungen dieser Versuche, d.h. bei einem Gehalt 
des Bestimmungsansatzes von 16—16,5°/, zeigte. Dennoch schien 
es uns nétig, die Angaben unserer letzten Arbeit!) zu ergiinzen: 
mit vollkommen frischen Driisen, um nicht etwa die leicht ver- 
inderliche Amylase IV zu iibersehen, und mit Kinzeldriisen statt 





) Diese Z. 221, 202 (19383). 
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Uber die Amylasen der Leber und anderer Organe. 961 


' mit den Sammelproben’). In den 6 Beispielen der Tab. 2 mit 
: pankreatischer Amylase vom Schwein, Kalb, Pferd und Stier war 
' die Wirkung in Phosphat und Acetat iibereinstimmend, die Hem- 
' mung durch Glycerin bewegte sich zwischen 2 und 11°/, (statt, 
' wie in Abh. IM, 8—15°/,). Der Vergleich mit der amylolytischen 
| Wirkung anderer Organe legt uns fiir diese schwankende Hemmung 
' die Erklarung nahe, daB die Hauptmenge der pankreatischen 
' Amylase (III) keiner Hemmung unterliegt und da ihr in wech- 
'selnder, aber in untergeordneter Menge die glycerinhemmbare 
ebenfalls phosphatunabhingige) Amylase I beigemischt ist. 


Tabelle 2. 
Pankreasamylase, einzelne frische Driisen. 
Priifung der Abhingigkeit von Phosphat und der Hemmung durch Glycerin. 
(Versuchszeit 10 Minuten.) 
(Fortsetzung von Bd. 221, S. 206.) 














| Menge [| | Mit Gehalt von 
(frisch) in der Ohne Glycerin 16°/, Glycerin Hem- 
Organmaterial | Titrations- |—— —— . mung 
probe mit mit mit | mit ad 
mg Phosphat |} Acetat | Phosphat| Acetat be 
Schwein Nr. 1 2,1 59,6 | 57,5 582 | — 2 
Schwein Nr. 2, 
jumg.... 1,9 17,4 16,6 15,6 — 10 
Schwein Nr. 3, 
filter. ... 2,1 57,3 55,6 58,6 -- 0 
Stier. 2... 65,0 41,5 | 41,6 38,1 | 37,0 8 
Pferd .... 32,5 38,3 | 39,2 35,8 6 
- Sea 92,7 34,4 | 34,7 31,8 _ 1,5 




















Leberamylase (des Schweins) unterscheidet sich oft wesent- 
lich von der pankreatischen in bezug auf Glycerinhemmbarkeit 
und auf Abhingigkeit vom Phosphation. Die individuellen Unter- 
schiede sind sehr groB, aber nur in 4 von 15 untersuchten Lebern 
fanden wir die Amylase der Beschreibung von pankreatischer 
ungefihr entsprechend. Auf Glycerinhemmung in Acetatpuffer 
wurden 7 Proben gepriift: bei 3 Lebern war die Hemmung 
quantitativ, bei 3 anderen betrichtlich. In 14 Fallen ver- 
glichen wir die Hydrolyse in Acetat und Phosphat, bei 2 Lebern 
war die Differenz sehr groB, andererseits war sie bei 4 Proben 
fast 0 wie bei Pankreasamylase. 





1) Vgl. den Abschnitt ,,Individuelle Unterschiede“ in der voran- 
stehenden Abhandlung. 


Richard Willstaitter und Margarete Rohdewald, 
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Tabe' 
Stirkehydrolyse durch Amy), Fri 
(mit und ohne Phospif ond 
Oy eerin 
Organmaterial Menge Zeit Reduktionswirky, 
Nummer ‘ (mg Cu) 
(Leber) (frisch) | Minuten BLY Bild 
a) mit b) mig Zack 
— a E mg Phosphat _ Ace 
1 Schwein Nr. 1. i78 70 78,5 56,0 
2 on - 1950 45 10 12 
90 25,1 an) 
3a 8. re 973 240 84,4 71,0 Mis. ( 
b Dass., Zusatz von Hefe- 
maltase . eid ae 973 240 97,6 Glue 
c Dass., 3 Tage bei 0—12° 
aufbewahrt...... 973 240 84,7 72,1 Bits, ( 
4a Schwein Nr. 4. . 973 180 56,4 46,98 
b Dass., Zusatz von Hefe- | 
maltase . 973 180 60,5 — 
5a Schwein Nr.5...... 1040 120 45,2 43.3 
b Dass., Zusatz von Hefe- 
maltase . 1040 120 46,3 ~~ n 
c Dass., 5 Tage bei 0° aw. 
6 Stdn. bei 20° anfbew. 1040 120 41,1 37,4 " 
d Dass., Zusatz von Hefe- 
maltase . 1040 120 40,7 — a 
6a | Schwein Nr. 6. 1040 120 56,6 30,7 Bpts, ( 
b Dass., Zusatz von Hefe- 
maltase . 1040 120 62,2 — Blue 
c Dass., 5 Tage bei 0° ‘dew, 
6 Stdn. bei 20° aufbew. 1040 120 34,7 25,3 P 
d Dass., Zusatz von Hefe- 
maltase . 1040 120 37,7 - " 
7 Schwein Nr. 7. 1040 90 43,6 40,5 Bpts. ¢ 
s ——e ' 1040 90 40,7 40,25 
Dass., 4 Tage bei 0° aut. 
bewahrt a 1040 90 56,9 53,4 
9 Schwein Nr. 9. . 1040 90 59,1 50,3 F 
10 ie ee 1040 85 57,1 4825) 
11 - i» 2s 1040 85 61.1 56,68 
12 9 » be» 1040 85 72,4 66,2 5 
13 7» » wees 900 50 60,0 58,18. 
14a a ws 900 80 90,2 25,5 B Glue 
b Dass. . ; , 225 320 40,3 28,2 ‘ 
c Dass., 3 Tage ‘toa 0° ge 
lagert. 900 80 39,9 20,1F 
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964 Richard Willstitter und Margarete Rohdewald, 


Da die Kupferzahlen nicht unmittelbar verglichen werdey 
diirfen (sie sind bald auf Glucose, bald auf Maltose zu beziehen), 
sollen 2 von den Beispielen der Tab.3 in abgekiirzter Darstellung 
vorausgeschickt werden; sie zeigen, welche Unterschiede jy, 
Reaktionsvermégen der Leberamylase vorkommen, wenn sie mit 
und ohne Phosphation, mit und ohne Glycerin auf Glykogen oder 
Stirke wirkt: 

Leber Nr. 6: in Phosph. ohne Glyc. 28,7 mg, in Acet. ohne Glyc. 15,3 mg 
Glucose. 

Leber Nr. 6: in Phosph. mit Glye. 28,2mg, in Acet. mit Glye. 0 mg Glucose, 

Leber Nr. 14: in Phosph. ohne Glyc. 47,1 mg, in Acet. ohne Glyc. 12,6 mg 
Glucose. 

Leber Nr. 14: in Phosph. mit Glyc. 17,5 mg, in Acet. mit Glyc. 0 mg Glucose, 

Unsere SchluBfolgerungen aus den in Tab. 3. vollstiindig 
zusammengestellten Ergebnissen sind: die frische Leber enthielt 

Amylase III (pankreatische) in Beispiel 8; 

I (oft in Trockenleukocyten gefunden) in Beispiel 2; 
IV und I (ohne III) in Beispiel 6; 
IV und I neben III in Beispiel 1 und 5; 
IV, II, I (ohne III) in Beispiel 14; 
mn neben III auch IV, II, I in Beispiel 3. 

Die Amylase des Muskelfleisches ist zwischen pankrea- 
tischer und hepatischer einzuordnen, ebenso, soweit einige Proben 
vorliufig schlieBen lassen, diejenige der Niere. Von Vorversuchen 
mit Muskelfleisch des Pferdes abgesehen, beziehen sich unsere 
Erfahrungen auf das Herz (und die Niere) des Schweins. Die 
Beispiele sind in der Tab.4 verzeichnet; sie sind folgendermaBen 
zu deuten: 


Muskelfleisch, Beisp. 1, enthielt Amylase III (mit Beimisch. von I); 


” 


” 


- » = ™ - Ill mit wenig IV, nicht frei von I; 
re » 8 ” is III und I (letzt. in desmo hervor- 
tretend); 
Niere “ » II mit L. 


Beim Aufbewahren von Organbrei in der Kilte blieb das 
amylolytische Wirkungsvermégen nicht konstant; man bemerkt, 
besonders in den Vers. 6c und d sowie 14c der Tab. 3 Abnahme, 
hauptsichlich auf Kosten der beiden phosphaterfordernden Amy- 
lasen IV und II. 

Auch bei der Acetontrocknung verminderte sich gewohn- 
lich die enzymatische Aktivitit. Das Gemisch der Isodynamen 
ist etwas anders zusammengesetzt, nimlich einfacher. Schon bei 
den leukocytiiren Amylasen wurde die Frage gepriift, welche 





Tabelle 4. 
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2°66 Richard Willstitter und Margarete Rohdewald, 


Analyse mehr dem primiren Zustand des enzymatischen Systems 
und welche einem modifizierten entspricht. Dabei ist freilic) 
zwischen dem kolloiden Zustand, der bei jeglichem LHingriff he. 
droht ist, sei es Abtétung, Trocknung oder Uberfiihrung in Lésung 
und den Merkmalen der Phosphatabhangigkeit und Glycerinhemmbxr. 
keit zu unterscheiden. Die Beobachtungen an Leukocyten (VI. Abh, 
Bd. 203, 8.217f., IX. Abh., Bd. 221, S.15) sprachen dafir, daB das 
enzymatische Bild der Trockenleukocyten ,,der urspriinglichen amylo- 
lytischen Ausriistung der Zelle niiher kommt“. Die Frage ist nicht 
endgiiltig gelést, namentlich fiir die Organenzyme. Die Beobachtungey 
an den gelagerten Proben (Tab. 3) und der Vergleich (vgl. voran- 
stehende Abhandlung) der Hydrolysen durch Enzymmengen 1:4 in 
Zeiten 4:1 stiitzen die Annahme, daf die Enzyme namentlich im 
Frischmaterial, mehr als in den Trockenpriparaten, oft raschen 
Umwandlungen unterliegen, sogar in der Versuchsdauer der Be- 
stimmungen. In den entwiisserten Organproben iiberwiegt die 
Amylase III, wihrend IV im Vergleich zum Frischmaterial zuriick- 
tritt. Die Analyse erreicht indessen, wie in der voranstehenden 
Abhandlung besprochen wurde, noch nicht dieselbe Sicherheit wie 
bei der Frischsubstanz. In der Tab. 5 sind einige fiir den Ver- 
gleich bemerkenswerte Beispiele verzeichnet. 


Nach friiheren Erfahrungen ist Amylase IV in 86°/,igem, Pan- 
kreasamylase in wasserfreiem Glycerin zersetzlich. Mit frischer 
Leber (Schwein Nr. 1), also bei Gegenwart von Wasser, beobachteten 
wir bei 6 tagigem Stehen mit Glycerin (86°/,) groBe Aktivitits- 
einbuBe; die bedeutende Differenz in Phosphat und Acetat, die 
der Amylase IV zuzuschreiben ist, verschwindet ganz: 


Reaktionszeit 70 Min., Glycerinauszug mit Phosphat 8,7 mg, mit Acetat 9,0 mg 
Maltose; Riickstand (ohne Glycerin) mit Phosphat 4,7 mg Glu- 
cose. (Vgl. dazu Tab. 3, Nr. 1). 


In der Lésbarkeit durch Glycerin gibt es sehr groBe Unter- 
schiede zwischen Pankreasdriise und andrerseits Leber und Herz. 
Den Organen wird, namentlich im getrockneten Zustand, die 
Amylase schwerer entzogen. Aus entwasserter Pferdeleber gingen bei 
3 maligem Extrahieren mit der 30 fachen Menge von 33°/, igem Glyce- 
rin bei 0° in 24 Stunden Anteile des Enzyms in Lésung, die unter 
den iiblichen Bedingungen in der Titrationsprobe 52,8, 27,8, 14,5 mg 
Maltose ergaben. Die entsprechenden Zahlen beim Extrahieren 
von Herz (Nr. 2) mit 10 Teilen 86°/,igen Glycerins waren 8, 
10,9, 8 mg Maltose. 
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968 Willstaitter u. Rohdewald, Die Amylasen der Leber usw. 


Die desmo-Amylase aus den Organen ist in ihren Merkmaley 
abweichend von pankreatischer und einheitlicher als die Frisch. 
organe. In einem genauer untersuchten Beispiel war das desmo. 
Enzym aus Leber (Schwein Nr. 5) fast einheitliche Amylase I, 
phosphatunabhingig, glycerinhemmbar. Die desmo-Priparate aus 
Herz (Nr. 2 und 3) bestanden in Gemischen von Amylase I und III; 
die phosphatunabhingige, glycerinhemmbare Amylase (I) trat nach 
Abtrennung der lyo-Amylase aus Herz Nr. 3 im desmo-Priparat 
stark in den Vordergrund. Der Anteil von desmo-Amylase war 
groB im Herzmuskel, besonders grof bei dem (vor dem Extrahieren 
mit Aceton entwiasserten) Herz Nr. 2. Die Analysen dieser desmo- 
Enzyme enthalt die Tab. 5. 

Die hier untersuchten Organamylasen gehdren gleich den 
leukocytiiren!) zum «-Typ im Sinne der Unterscheidung nach 
R. Kuhn’), E. Ohlsson’) und E. Waldschmidt-Leitz?) von 
dextrinogener (a)- und saccharogener ($)-Amylase. Die Jodreaktion 
war schon bei Spaltungen von 15 und 10°/, rotviolett und bordeaux- 
rot. Es bestatigte sich zwar auch, daB die Jodfirbung, wie wir 
bei leukocytiirer Amylase bemerkten, sofort in blauviolett umschligt, 
aber diese so rasch erfolgende Farbinderung hat mit der Stirke- 
hydrolyse nichts zu tun, sie beruht nur auf einer Stérung der 
Jodreaktion. Man bringt mit dem Organmaterial ein Vielfaches 
an Fremdkérpern hinzu, verglichen mit Pankreasdriise. Unsere 
Deutung, daB ein ausschlieBlich dextrinbildendes Enzym vorgreife, 
hat ihre experimentelle Stiitze verloren. 


Der vorliegenden Arbeit hat die Rockefeller Foundation ihre 
Unterstiitzung zuteil werden lassen; wir driicken unseren aufrichtigen Dank 
fiir die freundliche Férderung aus. 


1) Diese Z. 221, 13 (1933), und zwar S. 30. 
*) Fiir die Literaturangaben vgl. unsere angefihrte Mitteilung. 





Berichtigung 
zur Arbeit Venancio Deulofeu u. J. Ferrari: Krystallisiertes 
a-Follikulin aus Hengstharn. Diese Z. Bd. 226, S. 192 (1934). 


S. 192, Zeile 2 v. u. lies: ,,9-Follikulin“ statt ,,«-Follikulin“. 
S. 193, Zeile 1 v. o. lies: ,,é-Follikulin“ statt ,,o-Follikulin“. 


Berichtigung’ 
zur Arbeit Hans Fischer und Joseph Aschenbrenner: Neue 
Synthese von Methoxy-pyrromethenen und bilirubinoiden Farb- 
stoffen. Diese Z. Bd. 229, 8. 71 (1934). 


S. 79, Zeile 12 v. 0. lies: ,,Dioxykérper“ statt ,,die Oxykérper“. 
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pe-Seylers Zeitschrift fiir physiologiseche Chemie. Band CONNIX, Tafel I. 


Zu Adolf Butenandt und Kurt Tscherning, 
1a} 3} 1 . . , ‘ . 39 S " ry 67.) 
ber Androsteron, ein krvystallisiertes miinnliches Sexualhormon. I. (Seite 167 





: Verlag von Walter de Gruyter & Co,, Berlin. 

















Fig. 4. 
Androsteron aus verdiinntem Alkohol. 
Beide Krystallarten nebeneinander. (Gefiederte Blittchen und prismatische Nadeln) 





Fig. 5. 
Androsteron in prismatischen Nadeln aus verdtinntem Alkohol, 


ppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. COXXIX. ‘Tafel II. 
Zu ,,Adolf Butenandt und Kurt Tscherning, 
er Androsteron, ein krystallisiertes miinnliches Sexualhormon. I.‘* (Seite 167.) 


Verlag von Walter de Gruyter & Co, Berlin. 























Fig. 6. 


Androsteron-Acetat, Schmelzp. 161°, aus verdiinntem Alkohol. 





Fig. 7. 


Androsteron-Oxim, Schmelzp., 215% aus verdiinntem Alkohol. 


loppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. COXXIX. Tafel IIL. 
Zu .Adolf Butenandt und Kurt Tscherning, 
Uber Androsteron. II.‘ (Seite 185.) 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 




















lig. 1. Fig. 2. 
seomicarbazon aus Petrolithercharge la y. Chlorketon C, H.,OClL. 


Schmelzp. 275 Vergr. 1: 20 Schmelzp. 157° Vergr. 1: 20 





Fig. 3. lig. 4 





Dehydro-androsteron-benzoat. Dehvdro-androsteron 


Schmelzp. 250° Vergr. 1: 40 Schmelzp. 148°. Vergr. 1: 40 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXXIX. Tafel IV. 
Zu ,Adolf Butenandt und Hans Dannenbaum, 
Uber Androsteron. LIT. (Seite 192.) 
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Fig. 5. Fig. 6. 
Ungesittigtes Keton Cy Ho,0. Androstanon €,,H,,0. 
Schmelzp. 104°. Vergr. 1: 40. Schmelzp. 122°. Vergr. 1: 40. 





Fig. 7. Fig. 8. 
Androstan Cyl 59. (tiocholan Cy 9H ss. 
Schmelzp. 50° Vergr. 1: 40. Schmelzp. 78—s80% Vergr. 1: 40. 
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Zu ,Adolf Butenandt und Hans Dannenbaum, 
Uber Androsteron. III**. (Seite 192.) 
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